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a 
Die Natur der Teilchen der Erythroamylose 
und ihrer hdheren «-diastatischen Dextrine’) 


Von 


M. Samee 


‘(Nach Versuchen von M. Labernik) 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Chemischen Institut der K6nig-Alexander-Universitét Ljubljana [Laibach], 
Jugoslavien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1940) 


Beim Vergleich der Amylo- und Erythroamylosen (aus Kartoffel- 
stirke) fallt es auf, da8& die relative Reibung der ersteren wesent- 
lich héher ist als die der letzteren, trotzdem auf Grund osmo- 
tischer Messungen die Erythroamylosen nicht als Abbauprodukte 
der Amyloamylosen anzusehen sind**) und frische Erythrosole 
vielfach gréBere Teilchen enthalten als frische Amylo-sole. 

Neben dem groBen Unterschied in der Viscositat tberrascht 
auch die starke Verschiedenheit in der Aggregationstendenz der 
beiden Starkekomponenten; bei den Amyloamylosen ist die Ballungs- 
tendenz sehr grob, bei den Erythroamylosen viel geringer. 

Wir haben schon seinerzeit angenommen, daB die Unter- 
schiede zwischen diesen beiden Stirkekomponenten in einem 
differenten Bau der Molekiile bzw. Molate begriindet sind”). Dieser 
prinzipielle Gedanke hat allmahlich reichlich Anhanger gewonnen; 
K. H. Meyer kam z.B. jiingst zur Ansicht, da8 in den Amylosen 
eine gerade, im Amylopektin (Gelform der Erythroamylosen) eine 
verzweigte Glukosekette vorkommt*). Es ware aber auch micglich, 


daB die Erythrokérper durch Aggregation gebildete Derivate der 
Amylokérper sind. | 


1) 10. Mitteilung iiber enzymatische Amylolyse in der von M. Samec 
u. E. Waldschmidt-Leitz begonnenen Untersuchungsreihe. 

2) M. Samec u. M. Blinc, Kolloid.-Beih. 30, 163 (1929). 

3) M. Samec, Kolloid.-Beih. 38, 103 (1931). 

4) K. H. Meyer u. H. P. Bernfeld, C. r. Soe. phys. et hist. naturelles 
Généve 57, 92 (1940). 
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Vor kurzem haben wir durch viscosimetrische und osmo- 
metrische Messungen an Amylosen zeigen kénnen, da8 in der 
Anfangsphase der «-diastatischen Hydrolyse die Natur der Teilchen 
nicht wesentlich wechselt; es konnter>namentlich keine Anzeichen 
dafir gefunden werden, daB bei dieser Stirkesubstanz unter dem 
Einflusse kleiner Mengen von «-Malz-Amylase Molekilaggregate 
zunachst in Einzelmolekiile aufgelést und diese in einer spiteren 
Phase hydrolysiert werden wiirden®). 

Im Rahmen der untersuchten Produkte besteht zwischen der 
Viscositat und dem osmotisch bestimmten Molekulargewicht eine 
verhaltnismaBig einfache Beziehung; wir fanden als Molekular- 
gewicht—Viscositats-Konstante den Wert Ky = 0,9-10—*. Charakte- 
ristisch ist auch eine regelméBige, wenn auch nicht iibermiBig 
starke Viscositatsabnahme bei Steigerung der Temperatur. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die gleichen Fragen an 
den Erythrosolen studiert. Der allgemeine Arbeitsgang deckt sich 
mit den Versuchen der eben zitierten Abhandlung. 

Zur Gewinnung des Erythrosols wurde — etwas abweichend von der 
bisherigen Arbeitsweise — ein 2°/,iger Kleister von Kartoffelstirke 1/, Stunde 
im Nickeltopf auf 120° erhitzt, 20 Stunden elektrodialysiert, das abgeschiedene 
Amylopektin 2-mal mit destilliertem Wasser elektrodekantiert, mit Wasser 
auf 3°/, Trockengehalt verdiinnt, heiB mit */,, n-NaOH gegen Phenolphthalein 
(Tiipfelprobe!) neutralisiert, 5 Stunden auf 120° erhitzt und wieder 20 Stunden 
elektrodialysiert. Das jetzt erhaltene Sol hatte in 100 cem 0,1—0,2 g Trocken- 


substanz; es wurde in der Vakuumpfanne bei 30—35° auf 0,45—0,5°%, ge- 
bracht und abermals 20 Stunden elektrodialysiert. 


Ks gehért nach Tab. 1 bereits zu den Erythrosolen. 


Tabelle 1 
Jodeolorimetrische Charakteristik des untersuchten Sols 


Zu 100 cem 0,03°/, iges Sol zugesetzte 58 
Menge 4/165 -Liésung cem 0 1,5 2 2,5 
Farbe im Colorimeter blau- | blau- violett- | wein- 


violett 


nach Dubosque violett | violett rot rot 


Seine osmometrische Charakteristik geben die Tab. 2 und 3. 


Wir wissen aus einer friiheren Studie®), da® bei den Erythro- 
amylosen in den Konzentrationsgrenzen von 3,2—0,2°/, keine 
lineare Beziehung zwischen Druck und Konzentration besteht; von 
0,6°/, abwarts fallen die Abweichungen jedoch in die Fehlergrenze 


5) M. Samee, Diese Z. 263, 17 (1940). 
*) M. Samee, Kolloid.-Z. 59, 266 (1932). 
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der Methode (wir schitzen diese auf 15°/,). Nach Tab. 2 gilt dies 
auch fiir das hier gebrauchte Material. Bei den Versuchen 4—9 


ist = praktisch konstant und entspricht der mittleren Teilchen- 
eréBe M ~ 228000—2357000. 


Tabelle 2 


Osmotischer Druck der Erythroamylosen bei verschiedener Konzentration 
T = 40° Kollodiumosmometer 


Fort- Osmotisch aktive Steighdhe h 
laufende Konzentration*) in mm 

1 0,442 5,8 

2 0,469 6,0 13 199 200 

3 0,421 5,8 

4 0,287 3,0 

5 0,279 2,8 11 237 350 

6 0,297 3,5 

7 0,170 1,9 

8 0,177 2,0 11 228500 

g 0,165 2,0 

*) Differenz zwischen der Konzentration im Sack und AuBenwasser. 

Tabelie 3 
Relative Menge der durch Kollodium durchdringenden Anteile. 7’ = 40° 

Konzeutration im Volumen des Permeabler 
Sack AuBenwasser | Sackinhalts | AuBenwassers io Kr 
(C,) (C3) | (V;) | (Vo) 
0,4632 0,021 26 182 27,5 
0,4901 0,021 27 186 26,2 
0,4515 0,031 26 184 37,8 
0,3104 0,023 26 185 40,4 
0.2973 | 0,018 26 186 34.4 
-0,3405 0,023 27 188 36,3 
0.1862 0,0161 27 186 42,7 
0.1913 0,0145 26 200 41,6 
0.1814 |  0,0160 25 194 43,8 

(V, + V,)C, +100 
* = 


Es sei auch an dieser Stelle betont, daB sich diese Zahl nur auf den 
durch Koliodium nicht permeablen Anteil bezieht. Laut Tab. 3 dieser Ab- 
handlung und Tab. 7 der eben zitierten Arbeit®) steigt die relative Menge 
dieser Anteile mit abnehmender Konzentration sichtlich an, so da8 sich in 
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verdiinnten Lisungen ein etwas gréBerer Substanzanteil der Messung ent- 
zieht als in konzentrierteren*). 


Der Inhalt der Osmometersicke wurde viscosimetrisch bei 
25 und 50° untersucht (Tab. 4 und 5). 


‘Tabelle 4 


Viscositit der Erythroamylosen (Osmometerinhalt) 
bei verschiedener Konzentration und Temperatur 


AusfluBzeit AusfluBzeit | 
Konzentration 
25° Wasserwert = 93,29 55° Wasserwert = 56,26 
0,444 102,22 62,03 0,103 
0,171 95,65 0,0258 57,66 0,025 
Tabelle 5 
Viscositéit und Molekulargewicht der Erythroamylosen (Osmometerinhalt) 
Konzen- M Ky 10* +) | 104 
tration | aus Tab. 2 } 
25° 55° 
0,442 199 200 0,0285 3,341 | 0,17 3,598 0,18 
0,288 237350 | 0,0190 2,95 | 0,12 2,542 0,10 
0,171 228 500 0,0115 2,20 | 0,10 2,373 0,10 
+) Konzentration in Grundmolarititen (1 Grundmolaritéat = 162 g je Liter). 
1 


g 


Kin Vergleich der spezifischen Viscositit mit dem osmo- 
metrisch bestimmten Molekulargewicht fihrt bei den Erythro- 
amylosen zu einer viel kleineren Viscositits-Molekulargewichts- 
Konstante als bei den Amyloamylosen (0,1-10~4 gegeniiber 
0,9-10-*). Daraus lieBe sich folgern, daB die Teilchen der 
Erythroamylosen mehr kugelig sind als die der Amylokérper; diese 


*) Das gleiche beobachtet man auch an Solen von Amyloamylosen. 
Da hierdurch aber die osmotisch wirksameren Teilchen auswandern, ist es 
verstindlich, da8 man in verdiinnten Solen etwas gréBere M-Werte findet 
als in substanzreicheren. Ob fiir den Anstieg der permeablen Substanzanteile 
mit der Verdiinnung rein methodische Griinde maBSgebend sind, oder ob 
man aus diesem Phinomen Schliisse auf die Anwesenheit konzentrations- 
abhiingender Aggregate schlieBen darf, soll Gegenstand einer besonderen 
Studie sein. 
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Annahme stimmt zu unserer seinerzeit vertretenen Hypothese, daB 
in den Erythroamylosen ein Teil der die hohe Molkohision be- 
dingenden O-haltigen Atomgruppen inter- oder intra-molekular, 
beziehungsweise micellar abgedeckt ist); sie steht auch im Ein- 
klang mit der Annahme von verzweigten Molekiilen im Amylopektin. 


Wir haben seinerzeit beobachtet, daB die spezifische Visco- 
sitit der Amyloamylosen mit zunehmender Temperatur zwar in 
geringen Grade, aber doch regelmiBig abnimmt®*®), daB aber im 
Gegensatz hierzu bei den nicht zu konzentrierten Erythroamylosen 
eine solche Abnahme im allgemeinen nicht festzustellen ist*). Das 
gleiche gilt auch fiir das Erythroamylosensol, welches uns im 
Rahmen dieser Arbeit gedient hat (Tab. 4). -Da eine gewisse Ab- 
nahme der spezifischen Viscositaét bei Temperatursteigerung durch 
die VergréBerung der Zwischenraume zwischen den Molekiilen 
bedingt ist, laBt die Konstanz dieser charakteristischen Zahl 
Teilchenainderungen vermuten, welche der normalen Viscositats- 
abnahme entgegen wirken. Jedenfalls gibt die Temperatur- 
abhangigkeit der Viscositat bei den Erythroamylosen keine An- 
haltspunkte fiir die Annahme von Molekularaggregaten. 

Anders betragen sich die Erythroamylosen nach Zusatz von 
a-Amylase. Wir wissen, daB bei dieser Stirkekomponente die 
enzymatische Koagulation sehr stark in den Vordergrund tritt’) 
und da8B man nur bei sehr kleinen relativen Mengen von «-Malz- 
amylase das Ausflocken aufhalten kann. In diesem Falle be- 
obachtet man wihrend der «-diastatischen Hydrolyse nach einem 
anfainglichen Viscositaétssturz wieder einen Viscosititsanstieg 
[Fig. 1 in der Arbeit §)], Wir deuteten diesen als einen Ausdruck 
der Aggregatbildung, welche unter etwas anderen Bedingungen 
zur Koagulation fiihrt. 

Sehr hiibsch kommt diese Aggregatbildung in der Temperatur- 
abhangigkeit der spezifischen Viscositit mit a-Amylase partiell 
abgebauter Erythroamylosen zum Ausdruck (Tab. 6). Man sieht, 
da8 mit zunehmender Hydrolysendauer die prozentuelle Abnahme 
der spezifischen Viscositét (K,, .,0) zunimmt. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die TeilchengréBe in 
den Hydrolysengemischen osmometrisch bestimmt und mit der 
spezifischen Viscositait des Osmometerinhaltes verglichen (Tab. 7). 
Um weniger hetero-disperses Material zu erhalten wurden die 


7) M.Samee, Diese Z. 248, 117 (1937). 
‘) M.SNSamee, Diese Z. 259, 204 (1939). 
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— wie auf S. 244 beschrieben — dargestellten Erythroamylosen 
3 Tage in Osmometersacken bei tiglich 2 maligem Wasserwechsel 
ultradialysiert. Der Dialysierriickstand wurde dann wie sonst 


weiter verarbeitet. 
Tabelle 6 


Viscositiit und Temperatur abgebauter Erythroamylosen 


Erythroamylosen*) Endkonzentration 0,34 °/,: 0,2 o-Malzamylase je 100 g 

Stirkesubstanz; Eigenaciditét der Mischung Py, = 5,65. Hydrolysentempe- 

ratur = 40° Sistierung der Hydrolyse durch Aufkochen. Ostwalds 
Viscosimeter 


Wasserwert bei 25° = 129,5, bei 40° = 120,6, bei 55° = 118.1 


Dauer der Spezifische Viscositit bei 
259 | 40° | 56° 25-40 25—55° 
0 0,140 | 0,131 0,108 6,07 22,57 
2 0118 0,104 | 0,087 12,25 | 26,45 
6 0,061 0,053 | 0,045 1415 | 27,15 
10 0,048 0,044 | 0,035 928 27,83 
20 0,030 0,027 0,019 10,10 | 34,33 


*) Bereitung: 3 °/, Kartoffelstiirke '/, Stunde auf 120° erhitzt, 20 Stunden 
elektrodialysiert, das Gel auf 3°/, verdiinnt mit '/,;,n-NaOH neutrali- 
siert, 3 Stunden auf 120° erhitzt, elektrodialysiert, das Gel Il auf 3°, 
verdiinnt, neutralisiert, 3 Stunden auf 120° erhitzt. Das jetzt erhaltene 
Sol HI im Vakuum bei 30—35° auf etwa 0,5°/, konzentriert. 


Wahrend dieser Abbauphase nimmt das Reduktionsvermégen 
nur um Weniges zu (Figur). 


Tabelle 7 


Molekulargewicht — Spezifische Viscositiéit und Reduktionsvermiégen 
partiell abgebauter Erythroamylosen 


Erythroamylosen 0,35 °/,ig, 0,1 g «-Malzamylase je 100g Stirkesubstanz. 


Enzymkonzentration = 0,00035°/,. 7’ = 40°, Eigenaciditiit py = 5,6, 
Sistiert durch Auf kochen 


Viscositiits- 
er der Ne Reduktions-| Molekular- 
ydro- sp sp ht 
vermégen | gewichts 
osmome- 25 0 konstante 
Minuten trisch T.M.W.%ol - 104 
0 205000 | 0,00751 | 0,0620 8,26 1,33 0,4 
5 62700 | 0,00601 | 0,031 5,00 3,33 0,81 
10 43900 | 0,00512 | 0,019 3,80 4,89 0,87 
20 30645 | 0,00457 | 0,010 2,15 6,60 0,72 


| | 
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Man findet tiberraschenderweise, da8 bei den Erythroamylosen 
wahrend der «-diastatischen Hydrolyse die Ky,-Konstante zunimmt, 
nach 10 Minuten wahrender Hydrolyse ungefahr den Ky-Wert 
der Amyloamylosen erreicht (0,9 - 10-4) um dann wieder abzusinken. 
Auf Grund der iiblichen Anschauungen hitte man daraus zu 
folgern, daB die urspriingliche mehr kugelige Gestalt der Erythro- 
amylosen in der Anfangsphase der @-Amylolyse langlicher wird. 
Wenn man mit K.H.Meyer annimmt, da die Molekiile des 
Amylopektins (also der Gelform der Erythroamylosen) im Gegen- 
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Spezifische Viscositat und Reduktionsvermégen von Erythroamylosen (0,37 °/,) 
Versuchsbedingungen wie in Tab. 6. Anfangswert der spezifischen Viscositét 0,138 


satz zu den Amylosen verzweigt sind, miBte man vermuten, 
daB durch die w-Amylase vorwiegend die Seitenketten abgespalten 
werden und die den Amyloamylosen eigene Grundspirale ibrig 
bleibt. Natiirlich bliebe auch die Annahme méglich, daB die 
durch den ansteigenden Temperaturkoeffizient der Viscositat an- 
gezeigte Aggregation bevorzugt in einer Richtung erfolgt. 


Zusammenfassung 


1. In der Fortsetzung der Studien iiber die Anfangsphase 
der «-diastatischen Hydrolyse wurde der Abbau von Kartoffel- 


Erythroamylosen durch sehr geringe Mengen der a-Malz-Amylase 
studiert. 


| 
| 
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2. Auch bei dieser Starkesubstanz laBt sich die a-Amylolyse 
so leiten, daB nur die Viscositit stark absinkt, die anderen Merk- 
male sich aber nur sehr wenig iindern. 


3. Das osmotisch ermittelte Molekulargewicht, welches von 
der Konzentration 0,3°/, abwirts innerhalb der Fehlergrenzen 
konzentrationsunabhingig ist, liegt um 230000. 


4. Trotz dieses hohen Wertes ist die spezifische Viscositit 
relativ gering; sie stimmt zu einer Viscositét—Molekulargewichts- 
konstante von nur K = 0,18—0,10- 10~4. 


5. Die Erythroamylosensole scheinen demnach weniger ge- 
streckte Teilchen zu enthalten als die Amyloamylosesole. 


6. Wahrend in den Erythroamylosensolen die T’emperatur- 
erhéhung keine nennenswerte Erniedrigung der spezifischen Vis- 
cositat bedingt, wird diese bei Gegenwart von minimalen Mengen 
a-Malzamylase stark und mit zunehmenden Hydrolysengrade 
wachsend temperaturabhingig. Diese Tatsache deutet Vorginge 
an, welche zur enzymatischen Koagulation fihren. 


7. In der Anfangsphase der a@-Amylolyse nimmt das mittlere 
Teilchengewicht rascher ab als die spezifische Viscositaét; daher 
steigt die Molekulargewicht—Viscosititskonstante an und erreicht 
nach 10 Minuten jenen Wert, welcher bei dem Amyloamylosen 
beobachtet wurde (0,9 - 10%). 


8. Wiahrend der «-Amylolyse der Erythroamylosen treten 
also gestrecktere Teilchen auf als anfangs vorhanden waren. 


i 
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Aminosiurenabbau und Serumeiweifkérper 


Von DAIRYING 
Th. Leipert und L. Loucopoulos 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Wien) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1940) 


Unter dem gleichen Titel veréffentlichten K. Dirr und seine 
Mitarbeiter eine Reihe von Arbeiten '”**, die sich mit dem 
Schicksal des Arginins, Tyrosins und Histidins im Organismus 
befassen. Es ist bekannt, daB der Aminosiurespiegel des Blutes 
nach peroraler Aminosiurebelastung nur wenig ansteigt und dab 
Aminosiiuren auffallend rasch aus der Blutbahn verschwinden, 
wenn man sie injiziert, ohne daf man ihren Abbau dafiir ver- 
antwortlich machen kann. Man weiB auch seit langem, dab 
Aminosiuren im Gewebe gespeichert werden, in der Muskulatur, 
vor allem aber in der Leber, von wo sie dann entweder zum 
Abbau gelangen, kenntlich an der nun einsetzenden vermehrten 
Harnstoffbildung, oder anderen Organen zugefiihrt werden zur 
Synthese ihres organspezifischen EiweiBes®). Die Aminosiure- 
reserve des Gewebes ist von anderer Art als etwa die Anhiufung 
von Glykogen oder Depotfett. Sie wird durch Hunger nicht zum 
Verschwinden gebracht, so daB sie sich nicht nur aus den mit der 
Nahrung zugefiihrten Aminosiuren erginzt, sondern daB auch 
wohl endogene Quellen aus dem EiweiBabbau und -umbau im 
Organismus zu ihrer Auffillung beitragen miissen. Die Bindung 
an das Gewebe scheint eher physikalischer als chemischer Natur 
zu sein, jedenfalls ist sie so locker, daB sich die Hauptmenge der 
gespeicherten Aminosiuren durch Wasser oder Alkohol wieder 
herauslésen . 

Es ist gewiB undenkbar, daB ein Organ, welches dem Abbau 
von Aminoséuren dient, wie die Leber, gerade Aminosiuren in 
besonderer Weise anreichert, ohne daB diese auch gleichzeitig vor 
dem Angriff abbauender Fermente geschiitzt wiirden. Dirr denkt 
an eine Blockierung der Haftstellen fiir Fermente durch eine nicht 
niher zu deutende méglicherweise adsorptive Bindung der Amino- 
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siuren mit ihren reaktionsfaihigen Carboxyl- bzw. Aminogruppen 
an das Gewebe, oder an einen Einbau der Aminosiiuren in das 
KiweiB selbst. Er entscheidet sich fiir die Synthese. Auf Grund 
yon Aminosiurebestimmungen im SerumeiweiB vor und nach Be- 
lastung mit Aminosiuren zieht er den SchluB: Bei peroraler 
oder intravenéser Zufuhr natiirlicher Aminosduren wie 
l(+)-Arginin, 1(—)-Tyrosin, l(—)-Histidin findet, wahr- 
scheinlich in der Leber, eine Synthese zu einem an 
diesen Aminosduren reicheren EKiweif statt, das nach 
kurzer Speicherung zum Teil in die Blutbahn gelangt. 
Dieser Befund ist von solcher 'l'ragweite fiir viele Probleme der 
physiologischen Chemie, daf er einer Nachpriifung bedarf. Uns 
interessierte vor allem das Schicksal des Tyrosins, das als 
Muttersubstanz des Adrenalins und Thyroxins im Sinne der An- 
schauungen von Dirr in einem neuen Lichte erscheint. 

Wir nahmen im Selbstversuch genau nach den Angaben von 
Dirr und Leis*) 10 g 1(—)-Tyrosin, aufgeschwemmt in 250 ccm 
Wasser und bestimmten den T'yrosingehalt des durch Koagulation 
mit Alkohol abgeschiedenen SerumeiweiBes vor der Tyrosinzufuhr 
und 3 Stunden spiiter, da wir nach den Angaben der Autoren 
zu dieser Zeit das Maximum an Tyrosin im Serumeiwei8 erwarten 
muBten. Gleichzeitig trennten wir durch Einleiten von Kohlen- 
dioxyd in das verdiinnte Serum eine Globulinfraktion ab, die im 
wesentlichen aus Euglobulin besteht und bestimmten darin, sowie 
im verbleibenden ,,ResteiweiB“ das Tyrosin. Wir gingen dabei 
von der Annahme aus, da8 eine Strukturinderung des Serum- 
eiweiBes sich am ehesten in der Globulinfraktion auswirken konnte, 
ist doch die verinderte Reaktionsfahigkeit der SerumeiweiBkérper 
durch Bildung von Antikérpern, Prazipitinen, Agglutininen usw. 
wie sie sich bei serologischen Reaktionen offenbart im wesentlichen 
mit der Euglobulinfraktion verknipft. Die Ergebnisse sind in 
nachstehender Tab. I wiedergegeben. 


Tabelle I 
Versuch I Versuch Il 
Tyrosin im Tyrosin im 
|} 502 | 415 | 465 -} 475 | 377 | 4,76 
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Sie zeigt einen Niichtern-Tyrosinwert von etwa 4,8°/,, der 
gegeniiber dem von Dirr und Leis gefundenen Mittelwert von 
2,3 °/, Tyrosin mehr als doppelt so hoch legt und mit den 
aus der Literatur bekannten Werten von 4,5—5,0°/, Tyrosin im 
SerumeiweiB 8) jibereinstimmt. Nach Zufuhr von Tyrosin finden 
wir bei Versuch I eine Erhéhung um 4°/,, bei Versuch II ein 
leichtes Absinken, jedoch durchaus Werte, die noch im Bereich der 
Versuchsfehler liegen. Auch die Tyrosinwerte der Globulinfraktion 
und im restlichen Eiwei® lassen jede gesetzmaBige Anderung ver- 
missen. Wir kénnen daher den von Dirr und Leis beobachteten 
Anstieg des Serumeiweib-Tyrosins von 14°/, nach Tyrosinzufuhr 
beim Menschen keinesfalls bestitigen. 

Uberdies lag dieser Wert schon wesentlich niedriger, als es 
die Versuche am Kaninchen erwarten lieBen, bei denen die Autoren 
nach intravendser Zufuhr von nur 0,5 g Tyrosin 2*/, Stunden 
spiter bereits eine Verdoppelung des Tyrosingehaltes im Serum- 
eiweils beobachteten. Sie begriindeten diesen Unterschied mit 
Resorptionsschwierigkeiten nach peroraler Zufuhr beim Menschen. 
Wir priiften daher im Tierversuch, ob etwa bei intravenéser Be- 
lastung ein Einbau der zugefiihrten Aminosdéure in das Serum- 
elwei8 nachzuweisen wire, nahmen dazu aber das dem Tyrosin 
nahe verwandte Dijodtyrosin. Auch dieses ist eine natiirliche, 
physiologisch vorkommende Aminosiure, die als regelmiBiger 
Baustein des SchilddriiseneiweiBes bekannt ist und die dem reinen 
Tyrosin gegeniiber den groBen Vorteil bietet, daB sie auf Grund 
ihres Jodgehaltes auch in geringster Menge nachgewiesen werden 
kann. Ein solcher Versuch schien noch aus einem weiteren 
Grunde interessant. Das Tyrosin ist durch sein Jodbindungs- 
vermégen ausgezeichnet; es fangt in den Organismus eindringen- 
des Jod ab und macht es durch Bindung zu Dijodtyrosin, un- 
schadlich®). Erfolgt nun nach Dirr der Einbau dieses Dijod- 
tyrosins in das Serumeiweif in der Leber, dann wiirde der 
Schilddriise ein bereits jodiertes Eiweif zugefiihrt und ihr der 
Vorrang bei der Bildung jodierter EiweiBkérper genommen. 
Sie hat dann dieses Jodeiweif nur mehr in 4hnlicher Weise 
umzubauen, wie es Ludwig und Mutzenbecher wahrschein- 
lich machten?’!), als sie in vitro unter physiologischen Be- 
dingungen aus verschiedenen jodierten EKiweiBkérpern Thyroxin 
darstellten. 

Wir injizierten 2 Kaninchen je 0,43 g = 0,001 Mol Dijod- 
tyrosin und untersuchten vor der Injektion und 21/, Stunden 
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siiuren mit ihren reaktionsfahigen Carboxyl- bzw. Aminogruppen 
an das Gewebe, oder an einen Kinbau der Aminosiuren in das 
EiweiB selbst. Er entscheidet sich fiir die Synthese. Auf Grund 
von Aminosiurebestimmungen im Serumeiwei8 vor und nach Be- 
lastung mit Aminosiuren zieht er den Schlub: Bei peroraler 
oder intravenéser Zufuhr natiirlicher Aminosduren wie 
1(+)-Arginin, 1(—)-Tyrosin, 1(—)-Histidin findet, wahr- 
scheinlich in der Leber, eine Synthese zu einem an 
diesen Aminosd&uren reicheren Eiweif statt, das nach 
kurzer Speicherung zum Teil in die Blutbahn gelangt. 
Dieser Befund ist von solcher Tragweite fiir viele Probleme der 
physiologischen Chemie, da er einer Nachpriifung bedarf. Uns 
interessierte vor allem das Schicksal des Tyrosins, das als 
Muttersubstanz des Adrenalins und Thyroxins im Sinne der An- 
schauungen von Dirr in einem neuen Lichte erscheint. 

Wir nahmen im Selbstversuch genau nach den Angaben von 
Dirr und Leis*) 10 g 1(—)-Tyrosin, aufgeschwemmt in 250 ccm 
Wasser und bestimmten den Tyrosingehalt des durch Koagulation 
mit Alkohol abgeschiedenen Serumeiweif8es vor der Tyrosinzufuhr 


und 3 Stunden spiter, da wir nach den Angaben der Autoren 


zu dieser Zeit das Maximum an Tyrosin im Serumeiwei8 erwarten 
muBten. Gleichzeitig trennten wir durch Einleiten von Kohlen- 
dioxyd in das verdiinnte Serum eine Globulinfraktion ab, die im 
wesentlichen aus Euglobulin besteht und bestimmten darin, sowie 


im verbleibenden ,,ResteiweiB das Tyrosin. Wir gingen dabei 


von der Annahme aus, da eine Strukturinderung des Serum- 
eiweiBes sich am ehesten in der Globulinfraktion auswirken konnte, 
ist doch die verinderte Reaktionsfihigkeit der SerumeiweiBkérper 
durch Bildung von Antikérpern, Prizipitinen, Agglutininen usw. 
wie sie sich bei serologischen Reaktionen offenbart im wesentlichen 
mit der Euglobulinfraktion verkniipft. Die Ergebnisse sind in 
nachstehender Tab. I wiedergegeben. 


Tabelle I 
Versuch I Versuch 
Tyrosin im °/, Tyrosin im 
Niichtern | 482 418 4a [479 392 | 46 
Tyrosinaufuhe 202 415465 | (4,76 
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Sie zeigt einen Niichtern-Tyrosinwert von etwa 4,8°/,, der 
gegeniiber dem von Dirr und Leis gefundenen Mittelwert von 
2,3 °/, Tyrosin mehr als doppelt so hoch liegt und mit den 
aus der Literatur bekannten Werten von 4,5—5,0°/, Tyrosin im 
SerumeiweiB®”) iibereinstimmt. Nach Zufuhr von Tyrosin finden 
wir bei Versuch I eine Erhéhung um 4°/,, bei Versuch I ein 
leichtes Absinken, jedoch durchaus Werte, die noch im Bereich der 
Versuchsfehler liegen. Auch die Tyrosinwerte der Globulinfraktion 
und im restlichen EiweiB lassen jede gesetzmaiBige Anderung ver- 
missen. Wir kénnen daher den von Dirr und Leis beobachteten 
Anstieg des SerumeiweiB-Tyrosins von 14°/, nach Tyrosinzufuhr 
beim Menschen keinesfalls bestitigen. 

Uberdies lag dieser Wert schon wesentlich niedriger, als es 
die Versuche am Kaninchen erwarten lieBen, bei denen die Autoren 
nach intravenédser Zufuhr von nur 0,5 g Tyrosin 2'/, Stunden 
spiiter bereits eine Verdoppelung des Tyrosingehaltes im Serum- 
eiweils beobachteten. Sie begriindeten diesen Unterschied mit 
Resorptionsschwierigkeiten nach peroraler Zufuhr beim Menschen. 
Wir priiften daher im Tierversuch, ob etwa bei intravenéser Be- 
lastung ein Einbau der zugefiihrten Aminosiure in das Serum- 
eiweiB nachzuweisen ware, nahmen dazu aber das dem Tyrosin 
nahe verwandte Dijodtyrosin. Auch dieses ist eine natiirliche, 
physiologisch vorkommende Aminoséure, die als regelméBiger 
Baustein des SchilddriiseneiweiBes bekannt ist und die dem reinen 
T'yrosin gegeniiber den grofen Vorteil bietet, sie auf Grund 
ihres Jodgehaltes auch in geringster Menge nachgewiesen werden 
kann. Ein solcher Versuch schien noch aus einem weiteren 
Grunde interessant. Das Tyrosin ist durch sein Jodbindungs- 
vermégen ausgezeichnet; es fangt in den Organismus eindringen- 
des Jod ab und macht es durch Bindung zu Dijodtyrosin, un- 
schidlich®). Erfolgt nun nach Dirr der Einbau dieses Dijod- 
tyrosins in das Serumeiwei8 in der Leber, dann wiirde der 
Schilddriise ein bereits jodiertes EiweiB zugefiihrt und ihr der 
Vorrang bei der Bildung jodierter Eiweibkérper genommen. 
Sie hat dann dieses Jodeiweif nur mehr in 4hnlicher Weise 
umzubauen, wie es Ludwig und Mutzenbecher wahrschein- 
lich machten?”!4), als sie in vitro unter physiologischen Be- 
dingungen aus verschiedenen jodierten Kiwei8kérpern Thyroxin 
darstellten. 

Wir injizierten 2 Kaninchen je 0,43 g = 0,001 Mol Dijod- 
tyrosin und untersuchten vor der Injektion und 2%/, Stunden 
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spiter das SerumeiweiB und das eiweiffreie Filtrat auf J od. Aus 
dem Jodgehalt errechneten wir das Dijodtyrosin. 


Es ist klar, daB bei der Empfindlichkeit des Jodnachweises das an- 
zuwendende Enteiweibungsverfahren von wesentlicher Bedeutung ist. Wiaih- 
rend sich z. B. die vom EiweiBniederschlag adsorbierten Tyrosinspuren bei 
der Fehlerbreite der mit Millonscher Reaktion arbeitenden Methoden 
iiberhaupt nicht auswirken, wird die geringste Menge adsorbierten Dijod- 
tyrosins durch die Jodbestimmung erfaft und tiéuscht einen Gehalt an Di- 
jodtyrosin im SerumeiweiB vor, der gar nicht auf einen Einbau dieser Amino- 
siiure bezogen werden kann. Wir priiften daher in Vorversuchen, ob sich 
aus einem Serum, dem in vitro Dijodtyrosin zugesetzt wurde, das EiweiB 
praktisch jodfrei gewinnen lift, wenn man es mit Trichloressigsiure oder 
durch Alkchol—Ather abscheidet. Die Fiillung in wibrigem Medium hat den 
Vorteil, da8 Dijodtyrosin in Wasser leichter léslich ist als im Alkohol—Ather- 
gemisch, andererseits schien uns die Entfernung der Lipoide wichtig genug, 
vermégen sie doch als hydrophile Kolloide z. Bb. Dibromtyrosin, also einen 
dem Dijodtyrosin nahe verwandten Stoff festzuhalten wie uns aus fritheren 
Untersuchungen bekannt war’). 


Im folgenden seien einige Vorversuche wiedergegeben: 


I. leem Serum + 8cem Wasser; Fillung durch 1 cem 20°/,iger Tri- 
chloressigsiiure; Niederschlag zentrifugieren, 2-mal mit 2°/,iger Trichlor- 
essigsiiure unter griindlichem Aufwirbeln waschen. 


Jodgehalt: 0,0 


II. 1 cem + 6 cem Wasser + 2 cem Dijodtyrosinlésung (= 2 mg Dijod- 
tyrosin) wie I behandelt. 


Jodgehalt: 0,031 mg’ = 0,053 mg Dijodtyrosin. 
III. Versuch II wiederholt und 4-mal gewaschen. 
Jodgehalt: 0,0 


IV. Serum + 2 cem Dijodtyrosinlésung (= 2mg Dijodtyrosin) 
werden in 10 ccm einer Alkohol-Athermischung 3:1 eintropfen gelassen, 
kurz erwirmt, zentrifugiert, mit 70°/,igem Aceton, reinem Aceton und Ather 
gewaschen. 


Jodgehalt: 0,020 mg = 0,034 mg Dijodtyrosin. 
V. Versuch IV wiederholt nur 2-mal mit 70°/,igem Aceton gewaschen. 
Jodgehalt: 0,006 mg = 0,01 mg Dijodtyrosin. 


Die Vorversuche ergaben, da8 das nach beiden Verfahren gewonnene 
Eiwei8 hartnickig Dijodtyrosin festhilt. Wir entschlossen uns danach das 
Eiwei8 sowohl mit Alkohol—Ather auszufillen, als auch seine Abscheidung 
aus wiBriger Lésung durchzufiihren. Dabei vermieden wir jedoch die 
Fallung mit Trichloressigsiure, die erfahrungsgemaB stark adsorbiert und 


trennten das Eiweif durch Hitzekoagulation in einem Acetatpuffer vom 
Pr = 4,7 ab. 
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Tabelle II 
KiweiB und Dijodtyrosin im Serum nach Belastung mit 0,43 g Dijodtyrosin. 
Kaninchen I 4,02 kg Kaninchen II 3,50 kg 
Dijodtyrosin Dijodtyrosin 
frei. | gebunden | in °/, des frei | gebunden | in °/, des 
mg-°/, EiweiB mg-°/, Eiweif 
611 | 226 | 319 | oos2 | 541 | 782 | 094 | 0,017 


Tab. Il zeigt, daB sich im Eiweif des Kaninchenserums nach 
Belastung mit Dijodtyrosin geringe Jodmengen finden, die einem 
Dijodtyrosingehalt von 0,052 bzw. 0,017°/, entsprechen und die 
wir auf Grund der Vorversuche adsorbiertem Dijodtyrosin zu- 
schreiben miissen. Eine einfache Uberlegung macht es uns un- 
méglich an den Einbau des Dijodtyrosins in das Serumeiweif 
auch nur zu denken. Nehmen wir fir Kaninchen I eine Blut- 
menge von 300ccm an(= '/,, des Kérpergewichtes) entsprechend 
170ccm Serum mit 10,4g¢ Eiweif, dann ergiibe ein vollstandiger 
Kinbau von 0,43g Dijodtyrosin einen Gehalt von 3,97°/, Dijod- 
tyrosin im SerumeiweiB. Fiir Kaninchen II errechnet sich ein 
Wert von 5,04°/,. Tatsichlich wurde fiir Kaninchen I nur 1,3°/, 
des errechneten Wertes gefunden, fiir Kaninchen II gar nur 0,34°/,. 


Wir gingen nun daran auch das 1(+)-Arginin in unsere Untersuchungen 
einzubeziehen, hatte doch Dirr’) aus Belastungsversuchen mit dieser 
Aminosiiure erstmalig den SchluB gezogen, das rasche Verschwinden des 
Arginins aus der Blutbahn gehe mit seinem Einbau in das Serumeiweif 
einher. Schon die ersten orientierenden Versuche, das Arginin auf Grund 
der Sakaguchi-Reaktion '*) colorimetrisch zu bestimmen nach der Methode 
von Jorpes und Thorén"’), die auch Dirr und Strehle anwenden, ent- 
tiiuschten uns, wie die Extinktionswerte der folgenden Versuchsreihen zeigen. 

Unter Eiskiihlung werden jeweils 5 cem Argininlésung mit 1 cem 
10°/,iger Natronlauge und 1 ccm 0,02°/,igem o-Naphthol versetzt und nach 
1 Stunde 0,2cem Bromlauge (aus 2,5g Brom in 100 ccm 5°/,iger Natron- 
lauge) zugegeben. Die Reaktion wird genau 15 Sekunden spiter durch Zu- 
gabe von 1 cem 40°/,iger Harnstofflésung unterbrochen und die entwickelte 
Farbe bei Filter S$ 495 innerhalb 6—8 Minuten im Photometer nach Leitz 
gemessen. 


Extinktions- Arginin 
A ate 
koeffizient Extinktionskoeffizient 
40 0,49 81,6 
60 068 88,2 
80 0,92 86,9 
100 1,06 94,3 


a 


956 Th. Leipert und L. Loucopoulos, 


Unter genau den gleichen Bedingungen hatte eine zweite Versuchs- 
reihe folgendes Ergebnis: 


koeffizient Extinktionskoeffizient 
40° 0,34 117,6 
60 0,58 103,5 
SO 0,70 114,3 
100 0,90 111,1 


Danach ist die Intensitét der Rotfiirbung weitgehend von unkontrollier- 
baren Faktoren abhingig und eine Argininbestimmung auf Grund der Ex- 
tinktionskurve erscheint uns unmdglich. Diese Differenzen waren bereits 
Jorpes und Thorén bekannt, die es fiir ratsam halten, gleichzeitig mit 
der Bestimmung des unbekannten Arginins auch Kontrollbestimmungen mit 
verschiedenen, bekannten Argininkonzentrationen durchzufiihren, um dann 
die Farbe der unbekannten Lésung gegen eine méglichst gleiche Farbe der 
Kontrolle auswerten zu kénnen. Auch uns scheint es bedenklich nach 
Dirr und Strehle den Farbvergleich gegen einen einzigen Standard durch- 
zufiihren und wir méchten die von den Autoren nach Argininbelastung 
beobachteten schwankenden Argininwerte im Blute am ehesten auf die in 
der angewandten Form unzuverlissige Methode zurickfihren. 

Mehr befriedigte uns eine andere Argininbestimmungsmethode, bei 
der das Arginin im Eiweifhydrolysat durch Arginase gespalten wird. Der 
gebildete Harnstoff lift sich dann leicht nach der Ureasemethode oder 
dureh Fiillung mit Xanthydrol ermitteln. Bei diesem Stand unserer Unter- 
suchungen wurde uns eine amerikanische Arbeit von R. J. Block") zu- 
ginglich, der die von Dirr mit Arginin erhobenen Befunde einer Priifung 
unterzog. Er fand — ebenfalls mit geiinderter Methodik — nach Abtrennung 
der basischen Aminosiiuren des EiweiBhydrolysats dureh eine Silberfillung 
und Abscheidung des Arginins dieser Fraktion als Flavianat, selbst nach 
Belastung mit 24 ¢ 1(+)-Arginin 3 Stunden spiter keine Erhéhung des 
Arginingehaltes im SerumeiweiB und auch das Verhiltnis Arginin : Histidin : 
Lysin blieb vollkommen konstant. Wir unterbrachen unsere eigenen Unter- 
suchungen, da die Versuche von Block auch fiir das Arginin eindeutig die 
Ansicht von Dirr widerlegen. 


Der Gedanke, das rasche Verschwinden der Aminoséuren 
durch ihre rasche Synthese zu EiweiB zu erklaren, ist im tibrigen 
nicht neu. Unter anderen hatte ihn auch Abderhalden ge- 
AiuBert!5) und die Darmwand als den Ort dieses Aufbaues an- 
gesehen, von wo das Eiwei8 in die Blutbahn gelangen sollte. 
Doch der Nachweis einer EiweiBvermehrung in der Darmwand 
zur Zeit der Verdauung gliickte nicht und als die Auffindung 
freier Aminosiuren im Blute gelang, wurde auch die Synthese- 
theorie aufgegeben. Es ist sehr verlockend sich vorzustellen, der 
Zelle werde bereits ein fertiges KiweiB zur Nahrung angeboten, 


> 
4 
. 
| 
| 
| 
4 
See 
4 


Aminosiurenabbau und Serumeiweibkérper 257 


etwa in Form eines Grundkérpers, der dann durch Zufiigung und 
Wegnahme bestimmter Aminosiuren zum spezifischen OrganeiweiB 
ausgebaut wird !*), doch lassen sich bis heute dafiir keine schlissigen 
Beweise erbringen. Im allgemeinen ist der hochpolymere Stoff 
schwer permeabel und schlecht verwertbar. Daher ist die Be- 
hauptung, die Zellen einer Zellkultur in vitro ernéhren sich vom 
EKiweiB des Serums, in dem sie suspendiert sind, nur bedingt 
richtig. (Gerade solche Zellaufschwemmungen enthalten reichlich 
Zelltriimmer und absterbende Zellen, aus denen proteolytische 
Fermente frei werden, welche das SerumeiweiB zu jenen kleinen 
Bausteinen abbauen, die von den iiberlebenden und sich ver- 
mehrenden Zellen der Kultur aufgenommen werden kénnen. Auch 
der Pflanzenkeimling ernihrt sich nicht direkt von seinem Reserve- 
stoff Stiirke, sondern diese wird erst durch die im keimenden 
Samen vermehrt gebildete Amylase weitgehend gespalten und ihm 
in Form niedrig molekularer leicht die Zellwande durchdringender 
Kohlehydrate nutzbar gemacht. Gerade die Keimung des Samens 
ist aber auch mit einem tiefgreifenden Abbau seines Reserve- 
eiwelBes bis zu den Aminosiuren herab verbunden, ein weiterer 
Beweis dafiir, da8 die junge heranwachsende Zelle ihr Kiweib 
aus kleinen, elementaren Bausteinen aufbaut. 

Auch sonst fiigt sich die Behauptung Dirrs, der weiteren 
Verwertung der Aminosiiuren gehe ihr Einbau in die Serum- 
eiweiBkérper voraus, nicht zwanglos unseren Vorstellungen. Wir 
sind weit davon entfernt, im Globulin und Albumin des Serums 
unwandelbare chemische Individuen zu sehen, aber dennoch handelt 
es sich dabei um Stofie von recht konstanten chemischen und 
physikalischen Eigenschaften, die nach Dirr einem alimentir 
bedingten periodischen Wechsel ihrer feineren Struktur unterliegen 
sollten. Eine einseitige Ernahrung z. B. mit einem an basischen 
Aminosauren reichen Eiweif lieBe dann ein Serumeiweif erwarten, 
das sich in seinen Higenschaften den Histonen nahert, zumindest 
aber eine Verlagerung des isoelektrischen Punktes zeigt. Der- 
artige Verschiebungen im Zusammenhang mit der Ernahrung 
sind unseres Wissens bisher nicht bekannt geworden. Weiters 
erhebt sich die Frage: Werden vom Einbau der Aminosiuren 
nur die SerumeiweiBkoérper betroffen oder etwa auch das Fibri- 
nogen, dessen Ursprung wir ebenfalls in die Leber verlegen? Die 
Wabrscheinlichkeit dazu ist fiir die drei EiweiBfraktionen des 
Plasmas die gleiche und es besteht kein Grund, das Fibrinogen 
von dieser Strukturiinderung auszuschlieBen. Dann bleibt es 
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unverstiindlich und ohne Beispiel, wie das Fermentsystem der Blut- 
gerinnung bei seiner spezifischen Kinstellung auf das Fibrinogen sich 
den Anderungen der Struktur seines Substrates anzupassen vermag. 

Die Anschauungen von Dirr tragen daher keineswegs zu 
einer Klirung unserer Ansichten iiber das Schicksal der Amino- 
siiuren im Organismus bei, im Gegenteil sie bringen zu den alten 
Problemen noch neue hinzu. Aus unseren eigenen Untersuchungen 
geht klar hervor: Ein Einbau von Aminos&uren trifft zu- 
mindest fiir das Tyrosin nicht zu und wir sehen keinen 
Grund, unsere bisherigen Anschauungen iiber das Schicksal der 
Aminosiuren im Organismus zu indern. 


Methodik 


Tyrosinbestimmung im Serumeiwei®. Zu 10 cem eines Alkohol- 
Athergemisches 3:1, wie es zur Extraktion der Lipoide verwendet wird, 
1iBt man 1 eem des zu untersuchenden Serums zutropfen, hilt 30 Sekunden im 
heiBen Wasserbad im Sieden, zentrifugiert und wiischt das Eiwei8 auf der 
Zentrifuge erst mit 70°/,igem Aceton, dann mit reinem Aceton und schlieb- 
lich mit Ather. Die lufttrockene Substanz wird mit 3 cem 5 n-Schwefelsiiure 
durch 16 Stunden hydrolysiert. Man bringt das Hydrolysat auf ein Volumen 
von 20 cem, entfiirbt mit Kaolin und bestimmt in 5 cem des Filtrats das 
Tyrosin nach der Methode von Lugg"™) und in 2 cem den Stickstoff nach 
Kjeldahl. 


Tyrosinbestimmung in der Globulinfraktion. Man verdiinnt 3 ecm 
Serum in einem Zentrifugenglas zehnfach mit Wasser, leitet 1 Stunde lang 
Kohlendioxyd hindureh und lift unter CO, iiber Nacht stehen. Das ab- 
geschiedene Globulin wird zentrifugiert, mit 70 °/,igem Aceton, reinem 
Aceton und Ather gewaschen und wie oben weiter behandelt. 


Versuche mit Dijodtyrosin. 0,6 g¢ Dijodtyrosin werden in der iqui- 
valenten Menge 0,2 n-NaOH( = 6,92 cem) gelést und 5 eem dieser Lisung 
entsprechend 0,43 g = 0,001 Mol Dijodtyrosin einem Kaninchen in eine 
Ohrvene injiziert. Zur Bestimmung des Dijodtyrosins im Serumeiweib 
trennt man das Eiweif in bereits bekannter Weise ab durch Eintropfen 
Vv 1 cem Kaninchenserum in das Alkohol—Athergemisch und waschen 
mit pean und Ather oder man koaguliert es durch halbstiindiges Erhitzen 
in einem Acetatpuffer vom p;,; = 4,7, dem isoelektrischen Punkt der Serum- 
eiweibkérper. Das lufttrockene KiweiB wird mit 5 cem 15 °/,iger Natron- 
lauge iibergossen und in Lésung gebracht indem man es bei 60° iiber Nacht 
im Heizschrank beliiBt. Man bringt die Lésung mit Wasser auf ein Volumen 
von 10 cem. Je1ecem davon dient zur Stickstoffbestimmung; der Rest von 
8 cem wird mit Chromschwefelsiure verascht und das Jod der Veraschungs- 
lésung nach unserer eigenen Methode'*’) bestimmt. Die mit den Wasch- 
fliissigkeiten vereinigte Koagulationsfliissigkeit engt man nach Zusatz einiger 
Tropfen Natronlauge am Wasserbad ein und bestimmt darin das Jod nach 
Veraschung mit Chromschwefelsiiure. 1 mg gefundenen Jods entspricht 
1,705 mg Dijodtyrosin. 
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Ein verbesserter Apparat 
fir die fraktionierte Vakuumdestillation kleiner Mengen 
hochsiedender Stoffgemische 


Von 
E. Klenk und K. Sehuwirth 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Kolin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1940) 


Vor einigen Jahren hat der eine!) von uns einen Apparat 
zur fraktionierten Destillation von Fettsiuren bzw. deren Ester 
beschrieben, der auch bei verhiltnismaBig geringen Substanzmengen 
(5—10 g) ein Gemisch der natiirlich vorkommenden Homologen 
in befriedigender Weise zu trennen und zu analysieren erlaubt. 
Vor allem auf dem Gebiet der Lipoide, wo die Substanzen oft nur 
schwierig und in kleinen Mengen zugianglich sind, besteht ein 
dringendes Bediirfnis nach einer leistungsfahigen Apparatur dieser 
Art. Wir haben uns deshalb um eine weitere Verbesserung bemiiht. 

Es zeigte sich, daB eine wesentliche Steigerung der Fraktionier- 
wirkung ohne entsprechende Steigerung der Substanzmenge dadurch 
zu erzielen ist, daB die einfache Spiralkolonne durch eine Widmer- 
kolonne ersetzt wird. Die Kolonne muB vor Warmeverlust durch 
einen elektrisch heizbaren Glasmantel geschiitzt werden. Damit 
machte sich auch die Notwendigkeit zur Messung des Kondensations- 
punkts des iibergehenden Destillats geltend, da sich danach die 
Beheizung des Isoliermantels richten mu. Dies fiihrte zu der 
nebenstehenden neuen Form des Apparats. Zur Erleichterung 
der Glasblaserarbeit lieBen wir ihn aus einem im Handel befind- 
lichen Widmeraufsatz mit Normalschliff (Greiner und Friedrichs 
NS 26) anfertigen. An Stelle der zu diesem Aufsatz gehdrigen 
Glasspirale verwenden wir als Fillung fir das innere Rohr der 
Kolonne selbst hergestellte kleine Glasringe von etwa 3mm Durch- 
messer. Die Fiillung reicht bis etwa 4 cm unterhalb der Ansatz- 


1) Diese Z. 242, 250 (1936). 


: 
a 
: 
one 


Verbesserter Apparat fiir die fraktionierte Vakuumdestillation usw. 261 


stelle der Capillare herauf. Von besonderer Bedeutung fir die 
Brauchbarkeit des Apparats ist die Wahl der richtigen Capillare 
fiir den AbfluB des Destillats. Diese soll so beschaffen sein, daB 
ein Draht von 0,45 mm Dicke gerade noch in sie eingefihrt 
werden kann. Durch Einfiihrung eines etwas diinneren Platin- 
drahts (0,2—0,25 mm Durchmesser) 14B8t sich dann ohne Schwierig- 
keiten die zweckmaBigste AbfluBgeschwindigkeit des Destillats 
von 0,7—1,0 g pro Stunde erhalten. Noch 
engere Capillaren sind zu vermeiden, da | | 
dadurch die AbfluBgeschwindigkeit allzu 
stark herabgedriickt wird. Im ibrigen 
kénnen kleinere Unterschiede im Lumen 
der Capillare durch Anwendung ver- 
schieden starker Platindrahte leicht aus- 
geglichen werden. Die Capillare ist mit 
einem Heizdraht umwickelt, so daB durch 
elektrische Beheizung ein etwaiges Er- 
starren des Destillats in der Capillare 
verhindert werden kann. Im VorstoB und t 
in der Vorlage wird das Destillat am Z 
besten in fliissigem Zustand —gehalten 4 HE 
durch Bestrahlung dieser Teile der Appa- LL Ne 


ratur mit elektrischen Heizsonne 
oder einem kleinen elektrischen Ofen. aa 
Heizmantel fiir die Kolonne be- 
steht aus zwei ineinander geschobenen ; a 

Glasréhren. Die innere derselben ist 

mit einem Heizdraht umwickelt. Die 

nétige Festigkeit erhalt die Umwicklung 

dadurch, daB die Réhre vorher der Linge nach mit 3—4 schmalen 
Streifen diinnen Asbestpapiers beklebt wird. Die 2 Réhren sind 
durch passend gebohrte Korke an beiden Enden fest miteinander 
verbunden. Der Kork am oberen Ende enthalt noch 1 Bohrung 
fir das Thermometer zur Messung der Temperatur im Heizmantel. 
Der AbschluB zwischen dem inneren Rohr des Heizmantels und 
der Kolonne erfolgt ebenfalls durch 2 Korkstopfen. 

Wahrend der Destillation ist fiir ein ruhiges, gleichmaBiges 
Sieden Sorge zu tragen. Die Badtemperatur (Metallbad) reguliere 
man so, daB die Kondensation der Dampfe gerade in Hihe der 
angesetzten Capillare erfolgt. Das Thermometer zur Messung des 
Kondensationspunktes wird bis etwa 3cm unter dieser Ansatzstelle 
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eingefihrt. Die Temperatur des Heizmantels halte man etwa 10° 
unterhalb des gemessenen Kondensationspunktes. Erst am Schlu8 
der Destillation geht man mit der Temperatur des Heizmantels 
iiber den Kondensationspunkt, wodurch die Menge des Destillats 
noch um etwa 0,5—1 g erhéht wird. Der Destillationsriickstand 
betrigt dann in der Regel weniger als 1 g. Davon 1laBt sich der 
Hauptteil noch durch nachfolgende Destillation in einem kleinen - 
Claisenkolben als letzte Fraktion gewinnen, so daB die Menge des 
schlieBlich noch verbleibenden, nicht mehr destillierbaren und 
nicht analysierten Riickstands sehr gering ist. 


Zur Uberpriifung des Apparats wurden darin 11,2 g eines 
'Estergemischs (Methylester) von gleichen Teilen Palmitin- und 
Stearinsiure (Merck, puriss., Schmelzp. 62—62,5° und 67—67,5°) 
bei einem Druck von etwa 0,1 mm Hg mit folgendem Ergebnis. 
fraktioniert destilliert: 


> 


Freie Siiuren 
Umkrystallisiert| 
i 
Ménge|Schmp.|Menge| Schmp. Schmp. 
8 gef. . | ° | 

1 | 0,75 285-29) 0,62} 61,9 | 253,5 | | 
2 | 0,57 30,5-31] 0,44 | 62,5 255.6 | 
3 | 0,63 |30,5-31] 0,57 | ) | | 
4 | 0,57 30,5-31 0,31 | 62,5 
5 | 064) 30,5 | 0,49-| 62,5 |} bis 
6 | 063 305 | 056) 625 [260 fgg 162,9/256,3 
7 | 0,53 30,5 | 048) 625 | 
| 053 30-30,5| 048) 625  |J2560 || 
9 | 0,56 28-285] 0,52 |60,5-61,2) 258.1 

-10. | 0,45 | 33,5 | 039] 63-64 | 277,0 | 
11 | 0,80 | 37,5 | 0,69 | 67,5-68 | 283.0 
12 | 0,62 38-38,5] 0,55 | 68,5-69 | 283.9 | 

13 39 0,68 69-69,5 284,3 
14 69 | 39 0,64 | 69,5 |) 69,7 
1 | 082 39 | 076) 695 2848 284,2 1 69 | 
16 | 0,60 39 0,55 | 69,5 | 284,4 |} 70 
17 | 0,77 35,5-36] 0,71 | 62-62,2 | 297,3 

Summe 10,87 


Die Fraktionen 1—9 gingen bei annihernd konstanter Temperatur 
(Siedepunkt etwa 112° iiber, bei den Fraktionen 9—10 trat ein rascher 
Temperaturanstieg um etwa 16° auf, um dann wieder bei den Fraktionen 11 
bis 15 konstant (Siedepunkt etwa 128°) zu bleiben. 
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Von je 5,6g Palmitin- und Stearinsiuremethylester, die man 
in den Versuch eingefiihrt hat, wurden demnach 4,10 g bzw. 
4,24 g Ester von einem héheren oder mindestens gleich hohen 
Reinheitsgrad als dem der Ausgangsprodukte zuriickerhalten. Die 
Menge der Zwischenfraktionen, die sich als ein Gemisch der beiden 
Ester herausstellten, betrug nur 1,01 g. Der Rest von 1,52 g 
(Fraktionen 1 und 17) enthielt Verunreinigungen von niedrigeren 
oder héheren Homologen, die in den Ausgangsprodukten enthalten 
waren. Bei viélliger Reinheit derselben wire ein noch wesentlich 
giinstigeres Ergebnis erzielt worden. 

Die hohe Leistungsfahigkeit des Apparats ergibt sich auch 
aus der Tatsache, daB mit seiner Hilfe es vor kurzem?) gelungen 
ist, ein, aus den Cerebro-glucosiden einer Gauchermilz gewonnenes 
Fettsiuregemisch, das in der Hauptsache aus Behensiure (C,,H,,0,) 
und Lignocerinsiure (C,,H,,O,) bestand, in seine Komponenten 
zu zerlegen und seine genaue Zusammensetzung in einwandfreier 
Weise festzustellen, wobei in diesen Cerebro-glucosiden erstmals 
das Vorkommen der Behensiure nachgewiesen und daraus auch 
erstmals reine Lignocerinséure (Schmelzp. 84°) erhalten wurde. 


*) E. Klenk, Diese Z. 267, 128 (1940). 
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Zum Co-Fermentsystem der Garung 


Von 


Paul Ohimeyer 
Mit 6 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Januar 1941) 


Die zellfreie alkoholische Zuckergirung verliuft in einem 
System, das aus Proteinen, Co-Fermenten, Metallionen und Ortho- 
phosphorsiure besteht. In Hefemacerationssaft nach Lebedew 
sind diese Stoffe enthalten. Dialysiert man ihn, so werden Pro- 
teine zuriickgehalten, und die Konzentration der iibrigen Faktoren 
sinkt teilweise so weit, da& man den Verlust ersetzen muf, 
um ein girfahiges System wiederzugewinnen. Dabei kann die 
Wirkung einzelner Faktoren untersucht werden. 

Wenn wir zu dialysiertem Macerationssaft Cozymase, Magne- 
siumsalz, Mangansalz, Ammoniumphosphat, Glucose und Spuren 
von Hexosediphosphat zusetzen, so tritt eine Garung ein’). Lassen 
wir das Mangan weg und wahlen wir statt Ammoniumphosphat 
den Natrium—Kaliumpuffer, so bleibt die Girung’aus. Sie kann 
dann aber durch Hefekochsaft hervorgerufen werden. Kinen solchen 
Effekt nenne ich in dieser Arbeit Komplementwirkung. Um 
die Erscheinung aufzuklaren, suchten wir in der Hefe nach einem 
Faktor, der diese Funktion ausiibt, und gewannen eine wirksame 
Substanz, die zugleich die Ubertragung von Phosphorsiiure be- 
wirkt. Sie enthalt Stickstoff und Phosphor und zeigt ein Maximum 
der Lichtabsorption bei 2 = 260 muy. 

Ich beschreibe zuerst die Darstellung der Substanz und 


einige ihrer chemischen Eigenschaften, sodann ihre Wirkungen im 
Fermentversuch. 


I. Darstellung des Co-Ferments 


Prinzip: Die Substanz fallt aus Hefekochsaft mit Methanol, 
aus neutraler wiBriger Lésung mit Bariumacetat, aus schwach 
alkalischer wiBriger Lisung mit Silbernitrat. 


) P. Ohlmeyer, Biochem. Z. 301, 189 (1939).. 


Want - 
j 
= 
we, 


Zum Co-Fermentsystem der Girung 265 


Ausfihrung: Stufe a. 10 kg Stuttgarter Backerhefe wurden 
mit 500 ccm Toluol bei 37° autolysiert und aufgekocht. Aus der 
scharf zentrifugierten Lésung, die 2,5—3 Liter betrug, fiel mit 
5 Teilen Methanol ein Niederschlag, der abzentrifugiert und feucht 
in 1,5 Liter Wasser gelést wurde. Nach Abtrennen des Riick- 
standes wurden 250 ccm 25°/,iges Bariumacetat zugesetzt, die 
ausgefallene Verbindung wurde gesammelt und mit iiberschiissiger 
verdiinnter Schwefelsiure zersetzt. Bei Zugabe von 6 Teilen 
Athanol zu der klar zentrifugierten Liésung fiel ein Niederschlag. 
Er wurde abgetrennt, feucht in 130 ccm Wasser gelést, vom 
Rickstand befreit und bei p,, =7 mit 20ccm 25°/,igem Barium- 
acetat versetzt. Das dabei ausgefallene Bariumsalz wurde mit 
Schwefelsiure zerlegt und das Co-Ferment mit 6 Teilen Athanol 
niedergeschlagen, mit Athanol und Ather auf der Zentrifuge ge- 
waschen und im Exsiccator getrocknet. Die Ausbeute betrug 1,9 g. 

Stufe b. 1,9 g¢ aus Stufe a wurden in 40 ccm Wasser auf- 
gelést. Bei p,=9, das mit verdiinnter Natronlauge hergestellt 
war, fiel dann mit 2 ccm 25°/,igem Silbernitrat ein Niederschlag. 
(Der Versuch zeigte, da8 Adenosintriphosphat und Adenosin- 
diphosphat unter diesen Bedingungen gelést bleiben.) Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und in 10 ccm 0,2 n-Salpetersiure 
aufgenommen. Dabei ging ein Teil in Lésung, der weniger 
aktive Substanz enthielt und verworfen wurde. Der Riickstand 
wurde in 4 ccm 0,2 n-Salpetersiure suspendiert und mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Aus der Lésung fiel das Co-Ferment (Fraktion I) 
mit 8 Teilen Athanol in groBen Flocken aus. Es wurde wie oben 
gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute betrug 370 mg. 

Aus der Restlésung vom Silberniederschlag, die mit Schwefel- 
wasserstoff vom Silber befreit war, fielen mit 10 Teilen Athanol 
und 5 Teilen Ather 720 mg Fraktion II. 

Beide Fraktionen listen sich klar in Wasser. Sie zeigten, 
trocken aufbewahrt, monatelang keine Veranderung. 


II. Chemische Eigenschaften der Praparate 
a) Analytische Daten. Fraktion I ergab fiir: 


Stickstoff nach Kjeldahl. ...... 11,0 % 
Aminostickstoff nach van Slyke ... 0,68, 
Phosphor (colorimetrisch) . . . . . . 11,0 %, 


N: 5,32, 5,53 mg Subst.: 0,58, 0,61 mg N,; 10,9, 11,0°/), N. — Amino-N: 
8,92 mg Subst.: 0,61 mg N,; 0,68°/, N. — P: 1,42 mg Subst.: 0,156 mg P; 
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b) Siure-hydrolyse. In a-Salzsiure von 100° spaltet die Substanz 
Phosphorsiiure ab. Der Verlauf einer solchen Hydrolyse dient nach Loh- 
mann zur Charakterisierung von Phosphorsdure-Estern. Wir wandten 1,42 mg 
Substanz mit 0,357 mg = 25,1°/, P.O, an und fanden: 


Tabelle I 
Hydrolysenzeit | Abgespaltene Phosphorsiure als P,O; 
in Minuten in mg | in / 

7 0,175 | 

15 0,197 55 

30 0,209 | 59 

60 0,230 | 65 

120 0,254 | 71 

180 0,274 | 77 


Aus Fraktion I wird also unter den Bedingungen der Hydro- 
lyse in 7 Minuten die Halfte der organischen Phosphorsiure ab- 
gespalten. Ebenso verhalten sich Adenosindiphosphorséure und 
die Diadenosintetraphosphorséure, die W. Kiessling durch Phos- 
phorylierung eines Adenindinucleotids der Hefe erhielt?). Adenosin- 
diphosphorsaure ist aber nicht wie Fraktion I mit Silber fallbar, 
und Diadenosintetraphosphorsiure so unbestandig, daB sie bei 
unserer Arbeitsweise kaum zu gewinnen sein diirfte. Gegen die 
Identitat der Fraktion' 1 mit einem der genannten Nucleotide 
spricht weiterhin ihr zu niedriger Gehalt an Aminostickstoff. 
Das Verhiltnis: leicht hydrolysierbare Phosphorsaiure : Amino- 
stickstoff betragt bei Adenosindiphosphorsiure und Diadenosin- 


tetraphosphorsaure 1:1, bei Fraktion I aber . = 1:0,28. 


c) Lichtabsorption. Fraktion I absorbiert im Ultraviolett. 
Das Spektrum wurde mit einem Spektrographen von Zeiss auf- 
genommen. Als Lichtquelle diente der Wolframfunke; die Spalt- 
breite betrug 0,035 mm; Schichtdicke und Sektoréffnung wurden 
variiert; die Substanz war bei neutraler Reaktion in Wasser gelést. 
Wir fanden fiir das Maximum der Absorption bei A= 260 mu 


7. 
p= Fy -—-logn = 63. 103 qcm/g. 


Die Werte fiir verschiedene Wellenlingen sind in Tab. Il 
verzeichnet und in Fig.1 graphisch dargestellt. 


*) W. Kiessling u. O. Meyerhof, Biochem. Z. 296, 410 (1938). 
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Tabelle II 
A in mu 8-10— * qem/g Ain mu 8-10—* gem/g | 
264 63 NATIONAL 
226 32 271 50 INSTITUTE 
228 25 284 20 FOR 
231 20 290 10 RESEARC 
238 25 297 5 | 
241 32 304 2 D 3 
245 40 314 0,7 
251 50 352 0,3 
256 63 373 0,25 
T 
JOF 7 
fg 
103 
7 
\ 
220 250 My 300 350 


Fig. 1 
Lichtabsorption von Fraktion I 


Abszissen: Wellenlinge in mu; Ordinaten: Absorptionskoeffizient £-10° qcm/g 
e—-——-e Fraktion I; o——-—o Adenosintriphosphat 


Bei 260 mu liegen auch die Absorptionsmaxima von Adenin 
und Pyridin. Wir haben daher auch die Absorptionskurve von 
Adenosintriphosphat unter denselben Bedingungen aufgenommen | 
und in Fig. 1 eingezeichnet. Der Ahnlichkeit der Kurven steht 
wiederum der Unterschied im Aminostickstofigehalt gegeniiber. 
Rechnen wir den Aminostickstoff in Fraktion I auf Adenin um 
und setzen wir voraus, daB die Héhe der Bande (6 = 229 - 103 qem/g 


268 Paul Ohlmeyer, 


fiir Adenin) dem prozentualen Adeningehalt der Substanz pro- 
portional ist, so finden wir fiir die Bandenhéhe 


0,675 - 135 
B = 229. 100-14 


also etwa den vierten Teil des gemessenen Wertes. Zum Unter- 
schied von Adenin, das bei A=290 my praktisch nicht mehr 
absorbiert, fallt auch auf, daB Fraktion I bei dieser Wellenlinge 
noch den sechsten Teil des Maximums und eine von dort gegen 
das sichtbare Gebiet abklingende Lichtausliéschung zeigt. 

Die Pyridinnucleotide und ihre Abbauprodukte wie das 
Nicotinsiureamid—Nucleosid, das F. Schlenk untersuchte lassen 
sich hydrieren und gewinnen dabei ein zweites Absorptionsmaximum 
bei A= 340 mu. Behandelt man Fraktion I in Bicarbonat mit 
Natriumhyposulfit nach der Methode von Warburg und Christian, 
so tritt weder eine Bande bei 1=340 my auf, noch eine frei 
gesetzte Saurevalenz, die durch Kohlensiuredruck zu erkennen wire. 

d) FraktionII. Sieenthielt 10°/, Stickstoff und 4,5°/, Phosphor. 
Sie zeigt praktisch keine Lichtabsorption. 


= 14,9-10° qcm/g, 


III. Enzymatische Wirkungen der Fraktionen 
a) Die Komplementwirkung 


Der Versuchsansatz, in dem die Komplementwirkung des 
Co-Ferments untersucht wurde, enthalt dialysierten Macerations- 
saft, Cozymase, Natrium—Kaliumphosphatpuffer, Magnesiumchlorid, 
Spuren Hexosediphosphat und Glucose. Ohne das Komplement 
reagiert er nicht. Wird es zugesetzt, so tritt die Giarung ein; 
dabei fiihren steigende Mengen des Komplements zu wachsender 
Beschleunigung der Angirung (Fig. 2). Die kleinste hier an- 
gewandte Menge von FraktionI ist 150 y. In anderen Fallen 
zeigten sich 50 y wirksam. Die Minimalmenge hingt von der 
Beschaffenheit des Macerationssaftes ab. 

In demselben System haben wir die Wirkung von Adenin- 
nucleotid untersucht und mit der von Fraktion I verglichen. Als 
BezugsgréBe fiir den Vergleich wahlten wir den Gehalt der Sub- 
stanzen an leicht hydrolysierbarem Phosphat. Es ergab sich 
(Fig. 3), daB die 20fache Menge Adenosintriphosphat keine Kom- 
plementwirkung besitzt. Dasselbe gilt fiir Adenosinmonophosphat 
und Adenosindiphosphat. Die Nucleotide waren aus Muskulatur 


3) Naturw. 28, 46 (1940). 
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Fig. 2 
Die Angarung als Ma8 der Komplementwirkung 


Manometrische Messung. Im Hauptraum der Gefii8e: 0,5 cem 22 Stunden gegen Wasser 
dialysierter Macerationssaft, 100 y Cozymase, 0,066 mol. Na—K-phosphatpuffer vom py 7,0, 
50 y Mg als MgCl,, 300 y Hexosediphosphat, 45 mg Glucose 

In der Birne: I: 0,1 ccm Wasser 
If: 150 y Fraktion [ in 0,1 cem Wasser 
III: 200 y Fraktion I 
IV: 300 y Fraktion I 
Fliissigkeitsvolumen: 1,0 ccm; im Gasraum: Stickstoff. Temperatur: 23° 
Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: cmm Kohlensiiure 


300 
200+ 7 
mm 3 
100+ 
——O 
oO T ° 
Min 10 79 
Fig. 3 


Vergleich von Fraktion I und Adenosintriphosphat 


Manometrische Messung. Ansatz wie zu Fig. 2, aber in der Birne: 
1: Wasser Til: 2,0 mg Adenosintriphosphat 
T1: 1,32 mg Adenosintriphosphat 1V: 0,09 mg Fraktion lL 
Angabe in leicht hydrolysierbarem P.O; 


6 
13 Mii 45 
= 
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zewonnen. Sie miissen fir diesen Versuch rein sein; rohe Pri- 
parate kénnen etwas von dem Komplement enthalten. 

Wahrend der Latenzzeit, die den Garungen in Macerations- 
saft vorausgeht, spielen sich offenbar Vorgange ab, die mano- 
metrisch nur nicht erkannt werden. Wir haben gepriift, ob Co- 
zymase oder Fraktion I an ihnen beteiligt ist, indem wir das 
eine vor Zugabe des anderen mit den iibrigen Komponenten des 
Systems vereinigten. Tab. III zeigt einen solchen Versuch. 


Tabelle Il 
EinfluB des Komplements auf die Latenzzeit der Garung 
Ansatz wie zu Fig. 2. aber Co-Fermente (100 7 Cozymase, 4007 Fraktion J} 
wie angegeben. Zur Zeit ‘= 25 Minuten wurde der Inhalt der Birne in den 
Hauptraum heriibergeholt. Die Zahlen bedeuten emm Kohlensdure 


Zusatze 
Zeit | 
aupt- Fraktion 

P FraktionI Cozymase 

in Traum Lozymase 
Minuten 

Birne Cozymase Fraktion I 
Lozvmase 

icv 

35 33 — 45 — 

4) 172 191 

45 85 5Y 

30 202 216 


Der Tabelle ist zu entnehmen, daB dann, wenn das Kom- 
plement mit den Komponenten des Garsystems eine Zeitlang ver- 
einigt war, die Garung friiher einsetzt: dieser Versuch lehrt also, 
daB an den Vorgangen wahrend der Latenzperiode das Komplement 
beteiligt ist, nicht aber Cozymase. Um welche Reaktion es sich 
dabei handelt. wissen wir noch nicht. 


b) Versuche mit Fraktion I 


'- Die chemische Reinheit des Co-Ferments wuchs erheblich 
von Stufe a nach Stufe b, doch stieg die Komplementwirkung 
nur wenig an. Daraus war zu schlieBen, daB im unreinen Pra- 
parat noch ein aktivierender Faktor enthalten ist, der bei der 
Fallung mit Silber gelést bleibt, also in Fraktion IT enthalten 
ist. Diese Aufteilung haben wir auch durch Fraktionieren mit 
Alkohol erreicht. Fraktion I (Priparat M) fallt mit wenig Methanol 
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und ist reich an Phosphor. Zur Fallung von Fraktion II (Pri- 
parat A) muB man viel Athanol und Ather anwenden; sie ent- 
halt weniger Phosphor. Kleinere Mengen der beiden Substanzen 
in Kombination sind aktiver als gréBere Mengen der einzelnen. 

Wir lésen 160 mg Co-Ferment aus Stufe a in 6 ccm Wasser 
und fallen Priparat M mit 20 ccm Methanol. Der Niederschlag, 
der nach Abtrennen des ersten mit 100 ccm Athanol entsteht, 
wird verworfen. Weitere 100 ccm Athanol und dazu 50 ccm Ather 
schlagen Priparat A nieder. 

Aus Tab. IV ersieht man das Resultat der Kombination. 
Der Ansatz entspricht dem Versuch zu Fig. 2. 


Tabelle IV 


emm CO, 
in Minut . 0,3 mg M 
in Minuten 06mgM 06mg A 0.2 mg A 
15 5 8 
20 10 — 25 
25 17 60 
30 27 6 131 
T T 
200+ 
mm 3 
C0> 


100 


10 Min. 20 25 
Fig. 4 
Kombination der Fraktionen I und II 
Manometrische Messung. Ansatz wie zu Fig. 2, aber in der Birne: 
I: 1 mg Fraktion II 
II: 1,5 mg Fraktion IT 
III: 0,6 mg Fraktion I 
IV: 0,6 mg Fraktion I + 0,2 mg Fraktion ITI 
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gewonnen. Sie miissen fiir diesen Versuch rein sein; rohe Pri- 
parate kénnen etwas von dem Komplement enthalten. 

Wahrend der Latenzzeit, die den Girungen in Macerations- 
_saft vorausgeht, spielen sich offenbar Vorgange ab, die mano- 
metrisch nur nicht erkannt werden. Wir haben gepriift, ob Co- 
zymase oder Fraktion I an ihnen beteiligt ist, indem wir das 
eine vor Zugabe des anderen mit den iibrigen Komponenten des 
Systems vereinigten. Tab. III zeigt einen solchen Versuch. 


Tabelle III 


Einflu8 des Komplements auf die Latenzzeit der Girung 


Ansatz wie zu Fig. 2, aber Co-Fermente (100 y Cozymase, 4007 Fraktion I) 
wie angegeben. Zur Zeit ¢= 25 Minuten wurde der Inhalt der dirne in den 
Hauptraum heriibergeholt. Die Zahlen bedeuten cmm Kohlensiiure 


Zusiitze 
Haupt-  Fraktion I Fraktion | Cozymase 
in raum Cozymase 
Minuten : 
Birne Cozymase Fraktion I 
30 8 | 
35 33 — 45 
40 172 191 | 
50 — | 202 oa | 216 


Der Tabelle ist zu entnehmen, daB dann, wenn das Kom- 
plement mit den Komponenten des Girsystems eine Zeitlang ver- 
einigt war, die Garung friher einsetzt; dieser Versuch lehrt also, 
daB an den Vorgaingen wihrend der Latenzperiode das Komplement 
beteiligt ist, nicht aber Cozymase. Um welche Reaktion es sich 
dabei handelt, wissen wir noch nicht. 


b) Versuche mit Fraktion II 


Die chemische Reinheit des Co-Ferments wuchs erheblich 
von Stufe a nach Stufe b, doch stieg die Komplementwirkung 
nur wenig an. Daraus war zu schlieBen,.daB im unreinen Pri- 
parat noch ein aktivierender Faktor enthalten ist, der bei der 
Fallung mit Silber gelést bleibt, also in Fraktion II enthalten 
ist. Diese Aufteilung haben wir auch durch Fraktionieren mit 
Alkohol erreicht. Fraktion I (Priparat M) fallt mit wenig Methanol 
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und ist reich an Phosphor. Zur Fallung von Fraktion II (Pri- 
parat A) muB man viel Athanol und Ather anwenden; sie ent- 
halt weniger Phosphor. Kleinere Mengen der beiden Substanzen 
in Kombination sind aktiver als gréBere Mengen der einzelnen. 

Wir lésen 160 mg Co-Ferment aus Stufe a in 6 ccm Wasser 
und fallen Priparat M mit 20 ccm Methanol. Der Niederschlag, 
der nach Abtrennen des ersten mit 100 ccm Athanol entsteht, 
wird verworfen. Weitere 100 ccm Athanol und dazu 50 ccm Ather 
schlagen Praparat A nieder. 

Aus Tab. IV ersieht man das Resultat der Kombination. 
Der Ansatz entspricht dem Versuch zu Fig. 2. 


Tabelle IV 


emm CO, 
Zeit 
0,3 mg M 
in Minuten 0,6 mg M 0,6 mg A 0,2 mg A 
15 
20 10 
25 1% 
T 4 
mm 3 H a 
COp } 
100 
a 
Za Ta 
— 1 
10 Min. 20 25 
Fig. 4 


Kombination der Fraktionen I und II 


Manometrische Messung. Ansatz wie zu Fig. 2, aber in der Birne: 
I: 1 mg Fraktion II 
II: 1,5 mg Fraktion IT 
TIL: 0,6 mg Fraktion 
IV: 0,6 mg Fraktion [ + 0,2 mg Fraktion ITI 
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‘Vollzieht man die Aufteilung mit Hilfe von Silber, so ist 
gleichfalls Fraktion II allein nur schwach, steigert aber die Reaktions- 
geschwindigkeit mit Fraktion I. Dies zeigt der folgende Ver- 
such (Fig. 4). 

Wir fragten uns, ob beide Faktoren einander zur Komplement- 
wirkung ergiinzen, ob etwa Fraktion I als phosphatiibertragendes 
Co-Ferment (vgl. unten) Adenosintriphosphorsiure nur deswegen 
iiberlegen ist, weil sie etwas von Fraktion IJ mitgerissen hat. In 
diesem Falle sollte der Abstand zwischen Fraktion I und Adenosin- 
triphosphorséiure in Gegenwart von Fraktion II verschwinden. 
Das ist nach Tab. V nicht der Fall. 


Tabelle V 


Kombination yon Adenosintriphosphorsiure und Fraktion | 
mit Fraktion II 


Ansatz wie zu Fig. 2. Adenosintriphosphorsiure und Fraktion I in leicht 
hydrolysierbarem P.O, gerechnet. Die Zahlen bedeuten emm Kohlensiure 


Zeit 300 y Fraktion II 
in 
4007 Adenosin- 600 y Adenosin- 
45 20 | | 15 
35 87 |  . | 22 


Auch in Kombination mit FraktionII kann Fraktion I nicht 
von 10 Phosphataiquivalenten Adenosintriphosphorsiure vertreten 
werden. Ihre Co-Fermentwirkung geht also iiber die Funktion 
jener Cophosphorylase hinaus. 


c) Vergérung von Hexosediphosphorsaure 


In dem System ohne Komplement bleibt die Glucose unan- 
gegriffen. Setzen wir aber Hexosediphosphat zu, so wird es ver- 
goren. Die Menge der gebildeten Kohlensiure ist in gewissen 
Grenzen der Menge zugesetzten Hexosediphosphats dquivalent, 
bei kleineren Betrigen Hexosediphosphat findet man zu wenig, 
bei gréBeren zu viel Kohlensiure. Das geht aus Tab. VI hervor. 

Wird Hexosediphosphorsiure in Gegenwart von Glucose ver- 
goren, so tibernimmt diese die frei gewordene Phosphorsiure und 
auBerdem verestert sie sich mit einer gleich groBen Menge, die 
aus anorganischer Phosphorsiure stammt. In unserem Falle 
(Tab. VII) ergibt sich, daB auf 1 Mol vergorener Hexosedi- 
phosphorsaéure (errechnet aus 2 Mol Kohlensaure) 2 Mol Phosphor-. 
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Tabelle VI 


Vergérung von Hexosediphosphorsiure ohne Komplement 


Ansatz wie zu Fig. 2, Ablesung nach 110 Minuten 
448 cmm Kohlensiure = 1,42 mg P,O, aus 


Hexosediphosphat in mg P, 0, 


1 2] 3 6 
ian... 0,43 | 0,56 | 0,84 | 0,98 | 1,34 | 1,82 
Vergoren, aus CO, berechnet 0,13 | 0,34 | 0,85 | 0,98 | 1,24 | 2,25 


siure verestert worden sind. Zudem ist schwer hydrolysierbarer 
Ester entstanden. Nehmen wir vorweg, daB es sich dabei im 
wesentlichen um Hexosemonophosphorsaiure (Gleichgewichtsester 
aus Glucose und Fructose) handelt, ein Gemisch also, das in 
n-Salzsdure bei 100° in 180 Minuten 25°/, Phosphorsiure abspaltet, 
so ergeben sich 4 Mol Hexosemonophosphorsiure. Der Vorgang 
folgt demnach im wesentlichen der Gleichung: 


1 Hexosediphosphorsiiure + 4 Hexose + 2 Phosphorsaure 
= 2 Alkohol + 2 Kohlensiiure + 4 Hexosemonophosphorsiure. 


Tabelle VII 


Vergirung von Hexosediphosphorsadure; Phosphat-Bilanz 
Macerationssaft, Glucose, Cozymase, Phosphatpuffer, Magnesium wie zu Fig. 2 


mg P.O; 
3 
Hexosediphosphorsiiure vergoren, aus CO, bai 060 0,56 , 0,72 
Phosphorsiiure verestert . . . 0,68 | 0,50 | 0,77 
Hexosemonophosphorsiure gebildet (schwer | | 
hydrolysierbarer Ester x 1,34). . . 1,22 1,08 | 1,30 


Die Bildung von Hexosemonophosphorsaure haben wir durch 
Isolierung des Esters aus gréferen Versuchsansatzen verifiziert. 
Wir gewannen ein Bariumsalz mit dem Phosphorgehalt von 
7,2°/, P [Ber. 7,5°/,, vgl. unter g)|. 

Da der durch Girung von Hexosediphosphorsaure entstandene 
Monoester liegen bleibt, ist zu erwarten, da8 auch die nachtriglich 
zugesetzte Substanz nicht angegriffen wird. Wir verwandten ein 
Praparat, das nach Warburg und Christian iiber das Calcium- 
salz gewonnen war, und erhielten das in Tab. VIII verzeichnete 
Ergebnis: Hexosemonophosphat wird nicht vergoren. 
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Tabelle VIII 
Hexosediphosphat mit 0,8 mg P,O; (= 253 emm CO,) eingesetzt | 
Nach 24 Minuten Hexosemonophosphat mit 2,1 mg P,O, 


Zeit in Minuten emm CO, 
24 236 
110 240 


Nun kann die Garung von Hexosediphosphorsdure nicht ohne 
ein phosphorylierendes Co-Ferment erfolgen. Ob es aus dem 
Macerationssaft stammte und trotz der Dialyse noch zuriick- 
gehalten war, oder ob Cozymase diese Funktion tibernommen 


600+ 4 


400+ a 
mm 3 


200+ I 


l 


25 IO Min. 100 
Fig. 5 
Vergirung von Hexosediphosphorsiure mit und ohne Komplement 
Manometrische Messung. Ansatz wie zu Fig. 2, aber in der Birne: 
I: Hexosediphosphat mit 0,64 mg P,0, 
Il: wie I, dazu 0,6 mg Fraktion I 


III: Hexosediphosphat mit 1,16 mg P20, 
IV: wie III, dazu 0,6 mg Fraktion I 


hat): Es mu8 in dem Garsystem vorhanden gewesen sein. Zur 
Erméglichung des Angriffs von Glucose ist es aber untauglich 
oder unzureichend. Erst bei Zusatz des Komplements wird auch 
der Zucker abgebaut. Das macht Fig. 5 anschaulich. , 
Statt nun wie hier das Komplement zu Beginn zuzusetzen, 
kann man es auch nach Verschwinden der Hexosediphosphorsiure 
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einkippen, dann beginnt rasch die Giirung mit dem neuen Substrat. 
Im Versuch zu Tab. IX ist das Komplement mit Adenosintriphosphor- 
siure in dieser Anordnung verglichen. Hexosediphosphat mit 
1,26 mg P,O, wurde vorgelegt, die Co-Fermente (gerechnet in 
leicht hydrolysierbarem P,O,) wurden nach 26 Minuten zugeben. 


Tabelle IX 


Girung von Hexosediphosphorsiure und Glucose, 
zeitlich getrennt 


Zeit emm CO, 
in Minuten 60 y Fraktion I 600 y Adenosintriphosphorsiure 
10 245 226 
485 454 
26 493 458 
39 722 543 
48 887 558 
700 


0 Min 60 


: Fig. 6 
Zuckergirung nach Vergirung von Hexosediphosphorsiure 


Manomctrische Messung. Im Hauptraum: 0,5ccm i8 Stunden dialysierter Macerationssaft 
und Hexosediphosphat mit 0,8 mg P.O,. In der ersten Birne: 100 y Cozymase, Na—K-phosphat 
mit 5,0 mg P.O, und py = 6,5, 50 y Mg als MgCl:, 45 mg Glucose, gelost in 0,4 ccm Wasser. 
In der zweiten Birne: Fraktion I mit 24 y leicht hydrolysierbarem P,0,, gelést in 0,05 ccm 
Wasser. Fliissigkeitsvolumen: 1,0 ccm. Im Gasraum: Stickstoff. Temperatur: 28°, 
Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: In je 3 Minuten entwickelte cmm CO,. 


Fraktion I wurde nach 15 Minuten (bei JY) eingekippt 


Bei genauer Aufnahme der Garkurve zeigt sich eine Kigen- 
tiimlichkeit, wie sie in Fig. 6 hervortritt. Nach Zugabe des Co-Fer- 
ments erfolgt zunichst ein Sto8 in der Kohlensaureentwicklung, die 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 19 
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Geschwindigkeit steigt, fallt und hebt sich wieder auf ein konstantes 
Niveau. Der Grund dafiir liegt bei dem angehiuften Hexosemono- 
phosphat. Stéchiometrische Beziehungen werden wir noch fest- 
zustellen suchen. | 

Kin Versuch, fiir den wir den Zustand nach Vergiirung der 
Hexosediphosphorsiaure kiinstlich hergestellt haben, indem wir von 
vornherein nur Glucose und Hexosemonophosphat zusetzten, ist 
in Tab. X wiedergegeben. Hier sind die beiden Co-Fermente mit 
den von ihnen erzeugten Girgeschwindigkeiten gegeniibergestellt. 
Thre Mengen sind in leicht hydrolysierbarem P,O, angegeben. 


Tabelle X 
Zeit emm CQ, pro 6 Minuten 
in Minuten 30 y Fraktion I 150 y Adenosintriphosphorsiiure 
6 23 7 
12 28 4 
24 24 7 
30 27 ] 
36 97 3 
45 95 3 
60 98 2 


d) Vergirung von Hexosemonophosphorsiure 


Wird Hexosemonophosphorsiure in Abwesenheit von Glucose 
vergoren, so dient der Ester zugleich als Girsubstrat und als 
Phosphatacceptor. Es werden daher (bei tiberschiissigem anor- 
ganischem Phosphat) zwei Perioden unterschieden: Solange Hexose- 
monophosphat zur Verfiigung steht, verliuft die Giarung rasch 
und im wesentlichen nach der Gleichung: 


4 Hexosemonophosphorsiiure + 2 Phosphorsiiure 
= 2 Alkohol + 2 Kohlensiiure + 3 Hexosediphosphorsiure. 


Wir finden z. B. 281 (ber. etwa 300) cmm Kohlensiiure aus 
Hexosemonophosphat mit 2,4 mg Zucker. Auf diesen Prozeb 
folgt die Periode langsamer Giirung, nimlich der Abbau der ge- 
bildeten Hexosediphosphorsiiure in Abwesenheit eines Phosphat- 
acceptors. 

In unserem System mit ausdialysiertem Macerationssaft 
reagiert Hexosemonophosphat nicht, wofern kein Komplement 
vorhanden ist. Im besonderen interessiert wieder der Vergleich 


von Fraktion I und Adenosintriphosphorsiiure. Man findet den 
Versuch in Tab. XI. 
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Tabelle XI 


Vergirung von Hexosemonophosphors&ure 


Manometrische Messung. Im Hauptraum: 0,5 cem dialysierter Macerations- 

saft, 507 Cozymase, 0,066 mol. Na-K-Phosphatpuffer vom py 7,0, 50 7 

Magnesium, 4,5 mg Hexosemonophosphat. In der Birne: Co-Fermente wie 

angegeben, gerechnet in leicht hydrolysierbarem P,O,. Filiissigkeitsvolumen: 
1,0 cem. Im Gasraum: Stickstoff. Temp. 28° 


Zeit emm CO, 
i 
in Minut . 60 y Adenosintri- | 90y7 Adenosintri- 
Braktion I hes horsiure 
p phosp 
6 5 3 7 

12 20 6 33 

18 57 9g 87 

24 94 13 122 

30 129 15 153 

36 158 18 182 


Ks zeigt sich, daB auch in dieser Anordnung Fraktion I 
wirksamer ist als Adenosintriphosphorsiure. Der Abstand in 
der Aktivitit beider Co-Fermente ist aber kleiner als im System 
mit Glucose. 

Die vorstehenden Versuche fiihren zu folgender Vorstellung 
von der Wirkung des Komplements: Im System ohne Komplement 
kommt es zu Vergirung von Hexosediphosphorsiure und Bildung 
von Hexosemonophosphorsiure; zum Angriff von Glucose fehlt 
also nur der Ubergang von Hexosemonophosphorsaure zu Hexose- 
diphosphorsiure. An diesem Ubergang ist das Komplement 
katalytisch beteiligt. 

Im folgenden sind Versuche angegeben, die mit dem Ziel 
ausgefiihrt wurden, die Wirkung des Komplements in Teiireaktionen 
der Garung zu erkennen. Es ergab sich zunichst, daB Fraktion I 
Phosphatiibertragungen katalysiert und in dieser Fahigkeit mit 
Adenosintriphosphorsiure quantitativ tibereinstimmt. 


e) Das Komplement als phosphatibertragendes 
Co-Ferment 


Die Wirkung phosphatiibertragender Co-Fermente tritt im 
Gartestversuch von Warburg und Christian quantitativ hervor. 
In diesem System wird Acetaldehyd zu Alkohol reduziert, wahrend 
Triosephosphat und Phosphorsiure durch Oxydation Glycerin- 
siurediphosphorsiure geben, deren eine Phosphorsiure auf 

19* 
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Glucose umgeestert wird‘), Man kann die Reaktion an dem Druck 
der Kohlensiiure verfolgen, die von der entstehenden Siure- 
valenz der Glycerinsiure aus Bicarbonat ausgetrieben wird. Wir 
setzen bei diesem Versuch als Quelle fir Triosephosphat Hexose- 
diphosphat zu; aus ihm bildet sich im enzymatischen Gleichgewicht 
Dioxyacetonphosphat*) und weiterhin Glycerinaldehydphosphat’). 


Tabelle XII 


Das Komplement als phosphatiibertragendes Co-Ferment 


Im Hauptraum der GefiBe: 10 mg Protein B, 4 mg Acetaldehyd, 7,5 mg 
Hexosediphosphat, 9 mg Glucose, 0,066 mol. Ammoniumphosphat vom py 7,4, 
50 y Mg, 0,02 mol. Bicarbonat, weitere Zusiitze wie angegeben. In der 
Birne: 100 y Cozymase in 0,1 cem. Fliissigkeitsvolumen: 2,0 cem. Im Gas- 
raum: 10°/, Kohlensiiure in Stickstoff. Temp. 28°. Die Zahlen bedeuten 

emm Kohlensiure 


‘ Zusitze (leicht hydrolysierbares Phosphat als P,O,; gerechnet) 
it 
in es Wasser Adenosintriphosphat Fraktion I 
3,27 12,8 7 3,2 7 12,8 7 
15 6 50 188 39 145 
25 10 80 295 91 260 


Tab. XII beweist, daB die beiden Co-Fermentpriparate von 
gleich groBer Aktivitit sind. Dasselbe ergibt sich, wenn man 
sie als Katalysatoren der Phosphatumesterung von Phospho- 
brenztraubensiure auf Glucose einsetzt. 


f) Veresterung von Hexosemonophosphorsadure 


Wenn die Eigentiimlichkeit von Fraktion I, bevorzugt vor 
Adenosintriphosphorsiure Hexosediphosphorsiure zu bilden, 
auf der gréBeren Fahigkeit zur Veresterung von Hexosemono- 
phosphorséure beruhte, so miBte diese in den folgenden Ver- 
suchen zum Vorschein kommen. Wir untersuchten die Umesterung 
der Phosphorsiure von Phosphobrenztraubensiure auf verschiedene 
Substrate und mafen die Geschwindigkeit durch Phosphat- 
bestimmungen und manometrisch. Die Co-Fermentmengen be- 
liefen sich durchweg auf 1,5 bis 6 y leicht hydrolysierbares P,O,. 
Wir fanden nun bei keiner der verzeichneten Reaktionen, daB 
Fraktion I der Adenosintriphosphorsaiure tiberlegen wire. 


4) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 308, 40 (1939). 
5) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Ebenda 278, 413 (1934). 
*) O. Meyerhof, Bull. Soc. Chim. biol. 20, Nr. 9—10 (1938). 
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Umesterung auf Bildung von 
Hexosediphosphorséure. In Macerationssaft. 


8) Desgleichen mit A-Protein nach Warburg und Christian. 


v) Umesterung auf Glucose, Bildung von Hexosediphosphor- 
siure neben Hexosemonophosphorsiure. In Macerationssaft. 


0) Desgleichen mit Fructose. 
é) Desgleichen in jodessigsiurevergiftetem Macerationssaft. 
¢) Desgleichen mit A-Protein. 


Die Versuche lehren, daB das beschriebene Co-Ferment im 
Komplementversuch Adenosintriphosphorsiure gegeniiber nicht ein- 
fach dadurch im Vorteil ist, daB es die Veresterung von Hexose- 
monophosphorséure zu Hexosediphosphorsaure leichter katalysiert. 
Die weitere Untersuchung mu8 zeigen, in welcher Teilreaktion 
der Girung das Komplement spezitisch wirkt. 


g) Isolierung von Hexosemonophosphat 
(Gleichgewichtsester) 


Prinzip: Das Bariumsalz des Esters fallt aus schwach alkalischer 
Lésung bei Zugabe von 2 Teilen Athanol. Es liBt sich durch 
Fraktionieren mit Aceton reinigen. 


Ausfiihrung: Der Ansatz (225 com) bestand aus 65 ccm 
24 Stunden dialysiertem Macerationssaft, 20 mg Cozymase, 22 ccm 
0,66 mol. Na—K-Phosphat von p,, = 6,5, 10 mg Magnesium als 
MgCl,, 24g Glucose und Hexosediphosphat mit 390 mg P,O,. 
Der Gasraum war mit Stickstoff gefillt. Nach einer Reaktions- 
zeit von 90 Minuten bei 20° war die Kohlensiureentwicklung 
beendet. Der Ansatz wurde mit 22 ccm 40°/,iger Trichloressig- 
siure versetzt und zentrifugiert. Aus der Lésung fiel mit 20 g 
Bariumacetat und 150 ccm gesittigtem Barytwasser ein Nieder- 
schlag, der verworfen wurde. Das p,, der Lisung betrug etwa 7,5. 
Mit 700 ccm Athanol wurde das Bariumsalz des Esters nieder- 
geschlagen, mit Athanol und Ather auf der Zentrifuge gewaschen, 
dann im Exsiccator getrocknet. Die Substanz wog 4,02 g. 


500 mg Bariumsalz wurden in 20 ccm Wasser gelist. Dazu 
kamen 6 ccm Aceton, die unreine Substanz niederschlugen. Es 
wurde zentrifugiert und dann aus der Lisung mit 10 ccm Aceton 
die reinste Fraktion als sandiger Niederschlag von krystallinischem 
Aussehen gefallt. Sie wurde wie oben gewaschen und im Exsiccator 
Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 175 mg. 
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Analyse: Die Substanz verlor im Hochvakuum tiber Phosphor- 
pentoxyd bei 60° in 6 Stunden 4,68°/, an Gewicht. Fitir Wasser- 
verlust aus C,H,,O,PBa-H,O berechnen sich 4,35°/,. Das Salz 
enthielt 7,2°/, P, ber. 7,5°/,, und 33,5°/, Ba, ber. 33,3°/,. 

Den Aldosegehalt bestimmten wir (nach Macleod und 
Robison’) zu 24,1°/,; das ergibt auf 10 Mol Phosphorsiure 6 Mol 
Aldohexose. Da das Verhaltnis Glucose: Fructose im Gleich- 
gewichtsester mit 8:2 anzunehmen ist, so berechnet sich das 
Verhialtnis 10 Mol Phosphorsiure: 8 Mol Glucose. Das Salz ist 
also nicht ganz rein. Unter den Begleitstoffen findet sich wahr- 
scheinlich Glycerinphosphorsiure. 

In unseren enzymatischen Versuchen verhielt sich das Ester- 


gemisch wie jenes, das nach Warburg und Christian als 
Calciumsalz erhalten wird. 


Ich danke Frl. G. Fleischhauer und Fri. S. Scheich fir 
experimentelle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1, Kin Garansatz aus dialysiertem Macerationssaft, Cozymase, 
Natrium—Kaliumphosphat, Magnesium und Glucose vergirt Hexose- 
diphosphorséure. Dabei bildet sich Hexosemonophosphorsiure, 
die nicht angegriffen wird. ) 

2. Hexosemonophosphorséure und Glucose werden nur bei 

Zugabe eines spezifischen Co-Ferments vergoren. Seine Wirkung, 
die wir mit Komplementwirkung bezeichnen, wird nicht durch 
Adenosintriphosphorséure geleistet, denn, aus Muskulatur ge- 
wonnen, zeigt diese sich sehr wenig oder gar nicht wirksam. 
_ 8. Wir haben das Co-Ferment (Komplement) aus Hefe dar- 
gestellt. Es zeigt chemische und optische Ahnlichkeit mit den 
bekannten Adeninnucleotiden, ohne mit einem von ihnen identisch 
zu sein. 


4, Zu den Funktionen des Komplements gehért die Uber- 
tragung von Phosphorsiaure. 


7) Biochemic. J. 23, 517 (1929). 
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Uber die Identitaét von ,Euglenarhodon” mit Astacin 
(Carotinoide der SiiBwasseralgen, VIII. Teil) 


Von 


Josef Tischer 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemis 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1941) 


1936 habe ich das in roten Euglenen neben anderen be- 
kannten Polyenfarbstoffen vorkommende Carotinoidketon als ein 
Isomeres des Astacins beschrieben und ,,Euglenarhodon“ benannt }). 
Wahrend das in verschiedenen Organen des Hummers und vielen 
anderen Meerestieren vorkommende Astacin durch Karrer und 
Mitarb.?) als ein 4,5,4’,5’-Tetraketo-8-carotin sichergestellt wurde, 
habe ich damals Griinde anfiihren kénnen, die mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit dafiir sprachen, dem ,,Kuglenarhodon“ die Formel 
eines 4,6,4’,6’-Tetraketo-§-carotins zuzuweisen. 


Die Griinde, die mich seinerzeit veranlaften, dieses Tetraketon als 
Isomeres vom Astacin zu unterscheiden, lagen hauptsichlich darin, daB eine 
Kondensation mit o-Phenylendiamin nicht gelang; auBerdem wies das von 
mir untersuchte Carotinoid noch einige andere Verschiedenheiten vom 
Astacin auf, die mir beim Studium seiner bis dahin bekannt gewordenen 
Eigenschaften auffielen. Solche lagen einmal im Schmelzpunkt des Pig- 
mentes, der sich trotz vieler darauf verwendeten Miihe nicht tiber 228° 
steigern lieB, wihrend der Schmelzpunkt des Astacins im damaligen Schrift- 
tum*) mit 240—243° angefiihrt ist; dabei lieferte das in zugeschmolzener 
Capillare beim langsamen Erhitzen bei 227—228° schmelzende ,,Euglena- 
rhodon“ fast theoretische C- und H-Werte und sehr gut stimmende Zahlen 
fiir das Mol.-Gew.'). Allerdings ist, wie Kuhn und Lederer‘) anfiibren, 
der Schmelzpunkt des Astacins von der Art des Erhitzens stark abhingig 


1) J. Tischer, Diese Z. 289, 257 (1936). 

2) P. Karrer u. L. Loewe, Helvet. chim. Acta 17, 745 (1934); 
P. Karrer, L. Loewe u. H. Hiibner, Ebenda 18, 96 (1935). 

8) R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933); R. Kuhn, 
E. Lederer u. A. Deutsch, Diese Z. 220, 229 (1933).; P. Karrer u. 
F. Benz, Helvet. chim. Acta 17, 412 (1934). 

4) Ber. chem. Ges. 66, 493 (1933). 
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und auch Karrer®) erhielt verschiedene Schmelzpunkte, je nachdem ob 
die Bestimmung in offener oder zugeschmolzener Kapillare ausgefiihrt wurde. 
Dann lieferte das von mir isolierte Pigment mit Antimontrichlorid in Chloro- 
form eine blauviolette Lésung, die iiber Olivgriin und Braunoliv verblaBte, 
und in der sich schlieBlich griine Flocken ausschieden, wihrend das Astacin 
bei dieser Farbenreaktion eine blaustichig griine Lésung gibt‘). Konzen- 
trierte Lésungen des Astacins in Pyridin sind blutrot, verdiinnte orange- 
rot*®), ,,.Euglenarhodon‘-Lésungen waren hingegen auch nach starker Ver- 
diinnung ausgesprochen rot. Die aus wasserhaltigem Pyridin erhaltenen 
blauschwarzen Krystalle des Euglenen-Pigmentes ahneln zwar den von 
Kuhn und Lederer‘) abgebildeten Krystallen des Astacins, unterscheiden 
sich aber durch die bauchigen Ausweitungen in der Mitte der Krystalle, 
die regelmaBig zu beobachten waren. SchlieBlich konnte ich noch beim 
»Euglenarhodon auf die Fahigkeit zur Bildung von Schwermetall-Salzen 
hinweisen, die fiir Astacin allerdings nicht beschrieben wurden. 
Andererseits wies das ,,Euglenarhodon“ folgende mit dem Astacin 
iibereinstimmende Eigenschaften auf. Es handelt sich wie bei diesem um 
ein enolisierbares Tetraketon mit 40 C-Atomen, das mit Hydroxylamin ein 
Dioxim bildet und mit Zinkstaub in Pyridinlésung bei Gegenwart von Eis- 
essig zu einer gelb gefiirbten Verbindung partiell hydriert werden kann. 
Die wetzsteinformigen Krystalle zeigen zwischen gekreuzten Nikols gerade 
_Ausléschung. Beim Adsorptionsversuch wurde es von Aluminiumoxyd s0 
stark festgehalten, daB es sich mit keinem der iiblichen Lésungsmittel gut 
eluieren lieB; Calciumcarbonat gegeniiber wies es eine sehr geringe Ad- 
sorptions-Affinitit auf. Bei der Verteilung zwischen Benzin und 90°/,igem 
Methanol verhielt es sich véllig so wie Astacin. Die Elementaranalyse und 
die Mol.-Gew. Bestimmung ergaben die gleiche Bruttoformel. Die Bestindig- 
digkeit beider Farbstoffe gegeniiber Luftsauerstoff ist sehr groB und auch 
die Léslichkeit in den verschiedensten organischen Lésungsmitteln gleich- 
artig. Im Gittermeh-Spektroskop zeigt es in Pyridinlésung ein einziges 


breites Band mit einem Maximum um etwa 500 uu. 

Bei der Untersuchung der Carotinoide von StiBwasseralgen 
konnte ich 1937 das gleiche Pigment in den roten Aplanosporen 
der einzelligen Griinalge Haematococcus pluvialis’) feststellen, 
das sich in keiner Weise von dem aus Euglena heliorubescens 
gewonnenen Tetraketon unterschied. 

Kuhn und Sérensen§) haben vor kurzem in einer iiberaus 
interessanten Untersuchung dargetan, da® das Astacin erst bei 
der alkalischen Verseifung der nativen Farbstofie des Panzers, 
der Hypodermis und der Kier des Hummers durch eine Autoxy- 
dation bei Gegenwart von Luftsauerstoff entsteht. Die urspriing- 
lichen Farbstoffe dieser Organe sind EKiweifverbindungen bzw. 


*) Nach einer Privatmitteilung von Prof. Karrer. 

°) H. W. Hiibner, Inaug.-Dissert., Ziirich 1936, 1. Uber Astacin. 
) J. Tischer, diese Z. 250, 148 (1937); 252, 225 (1938). 

*) Ber. chem. Ges. 71, 1879 (1938). 
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Ester des Astaxanthins, eines doppelten «-Ketols des #-Carotins 
(5, 5’-Dioxy-4, 4’-diketo-8-carotin), das bei AusschluB von Sauerstofi 
tief blaue Alkalisalze bildet. Bei ihren Untersuchungen iiber die 
Verbreitung des Astaxanthins in den Organismen isolierten Kuhn, 
Stene und Sérensen®) auch das zuletzt von mir’) bearbeitete 
und mit dem ,,Kuglenarhodon“ identifizierte rote Pigment von 
Haematococcus pluvialis und konnten seine Identitit mit dem 
bis dahin nur im Tierreich aufgefundenen Astacin durch die 
Darstellung des bekannten Dichinoxalin-Derivates nach der Vor- 
schrift von Karrer und Loewe) sowie durch Debye-Scherrer- 
Diagramme beider Farbstoffe nachweisen. Auferdem fanden die 
genannten Autoren, daB auch das Haematococcus-Astacin erst 
bei der Verseifung der aus dieser Alge gewonnenen Farbstoff- 
ester bei Gegenwart von Luftsauerstoff gebildet wird, wihrend 
in den natiirlichen Farbstoffen Fettsiiureester des Astaxanthins 
vorliegen. | 

Um nun zu prifen, ob auch das bei der Verseifung der 
Farbstoffester aus Euglena heliorubescens erhaltene,,Euglenarhodon“ 
mit Astacin identisch ist, wiederholte ich den Kondensations- 
versuch mit o-Phenylendiamin durch Erhitzen der beiden Kom- 
ponenten in Kisessig, wobei sich diesmal ein Diphenazin-Derivat 
bildete!). Nach 2 maligem Umkrystallisieren des Reaktions- 
produktes aus Alkohol-Schwefelkohlenstoff (4:1) wurden dunkel- 
bordeauxrote, mikroskopisch kleine nadeliirmige Krystalle erhalten, 
die bei 223—-224,5° schmolzen und die berechnete Menge Stick- 
stoff enthielten. Damit ist bewiesen, daf auch das bei der Ver- 
seifung der roten Euglenen-Farbstoffe, in Gegenwart von Luft- 
sauerstoff gewonnene Carotinoidketon mit Astacin identisch ist. 
Der Name ,,Euglenarhodon“ ist damit entbehrlich geworden. 

Das seinerzeit an denunverseiften, durch Adsorption gereinigten 
beobachtete zweibandige Spektrum ') spricht 
dafiir, da8 auch die Hauptkomponente des ,,Hiimatochroms‘ roter Euglenen 
aus Estern des Astaxanthins besteht, aus denen bei der Verseifung in Gegen- 
wart von Luftsauerstoff durch Dehydrierung erst Astacin gebildet wird; 
denn Kuhn und Sérensen®) haben ermittelt, daB das Astaxanthin und 
seine Ester mehrere (3) Maxima im sichtbaren Teil des Spektrums erkennen 


lassen im Gegensatz zum Astacin, das nur ein homogenes Absorptions- 
band zeigt. 


R. Kuhn, J. Stene u. N. A. Sérensen, Ebenda 72, 1688 (1939). 
10) Helvet. chim. Acta 17, 745 (1934). 

1) Der Grund, warum diese Reaktion damals nicht gelang, ist mir 
unbekannt. 
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Experimenteller Teil 


Zu 50mg des seit 1936 unter Stickstoff in einer zugeschmolzenen 
Glasrdhre aufbewahrten ,,Euglenarhodons‘ aus Euglena heliorubescens 
wurde etwa das 3fache der berechneten Menge (60 mg) o-Phenylendiamin 
zugewogen und das Gemisch mit 3cem 99—100°/,igem Eisessig p. a. in 
einem siedenden Wasserbad 1'/, Stunden erhitzt. Das ausgekiihlte Reaktions- 
gemisch wurde tropfenweise mit 1'/, cem destilliertem Wasser versetzt und 
tiber Nacht im Kiihlschrank verwahrt. Sodann wurde das Diphenazin- 
derivat mit 200 cem 2n-Essigsiiure und anschlieBend mit 100 cem destilliertem 
Wasser ausgewaschen, im Vakuumexsiccator getrocknet, in Schwefelkohlen- 
stoff gelést, die Lésung durch ein Glasfilter filtriert und das Lésungsmittel 
im Stickstoffstrom bei vermindertem Druck abdestilliert. Der Abdampf- 
riickstand wurde 2mal aus einem Gemisch von 1 Teil Schwefelkohlenstoff 
und 4 Teilen absolutem Alkohol umkrystallisiert und die erhaltenen Krystalle 
fir die Analyse iiber Phosphorpentoxyd bei 12mm getrocknet. 


3,321 mg Subst.: 0,217 eem N, (13°, 756 mm). 
O.sHseN, Ber. N 7,61 Gef. N 7,63 . 
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Notiz tiber die Mitteilung: 
Hine neue Farbenreaktion auf Aminosiuren“ 
Von 


S. Edlbacher und Fr, Litvan?) 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel) 
(Der Schriftleitung zugegaugen am 11. Februar 1941) 


In unserer Mitteilung iiber eine neue Farbenreaktion auf 
Aminosiiuren haben wir eine Reaktion beschrieben, die durch 
Kinwirkung von p-Nitrobenzoylchlorid und Pyridin in alkalischer 
Lésung auf Aminosiiuren entsteht. Da wir in der uns bekannten 
Literatur keinen Hinweis fanden, da8 diese Reaktion schon irgend- 
wo beschrieben wiire, hielten wir es fiir richtig, dieselbe zu publi- 
zieren. Nun teilte uns Herr Prof. Ernst Waser, Ziirich mit, 
daB er schon im Jahre 1924 in der Helvet. chim. Acta 7, 757 
in einer Mitteilung erwihnt hat, daB bei der Anwendung von p-Nitro- 
benzoylchlorid auf Aminosiuren eine voriibergehende schwache 
Firbung entsteht. In einer weiteren Mitteilung in den Verhand- 
lungen der Schw. Naturforschenden Gesellschaft, Davos 1929, 
II. Teil, S. 142, in den Mitt. Leb.mittelunters. (Schwz.) 20, Heft 4/5 
(1929) und Schweiz. med. Wschr. 59, 602 (1929) wurde dann von 
EK. Waser auch die Anwendung des Pyridins und die damit ver- 
bundene Verfeinerung der Reaktion beschrieben. Die Mitteilungen 
in den genannten Zeitschriften sind uns als weit zuriickliegend 


entgangen. Es ist somit klar, daB Herrn Waser die Prioritit 
gebiihrt. 


') Diese Z, 265, 241 (1940). 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
Larer. miglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemadf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze erméglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche wnd kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Fiir die niichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


J. Eisenbrand und F. Wegel; J. Eisenbrand und M. Sienz; 
W. John und W. Emte; W. John, Ph. Giinther und F. H. Rath- 
mann; H. Lettré; J. Briickner; Hans Euler, Inez Siberg und 
Bertil Hégberg; E. Klenk; Martin Schenck; P. W. Danckwortt; 
H. Junge; G. Mall und Th. Bersin; H. Fischer, H. Plieninger 


und Weissbarth. 


Fiir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soe. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prart. Chem. 
Lundw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 

== Berichte tiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

Chemisches Zentralblatt. 

Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 

de l’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta, 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

= Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

Journal fiir praktische Chemie. 

Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

= Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

= Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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